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Iv. RESUMO

No presente trabalho estao descritos os procedimentos e as técnicas de diagnostico,
as quais tive oportunidade de por em pratica ou, aprender ao longo do estagio curricular
realizado no laboratorio SYNLABHEALTH MADEIRA, no ambito do Mestrado em Analises
Clinicas. No decorrer deste estagio tive a oportunidade de trabalhar e adquirir conhecimentos
nas valéncias de Microbiologia, Bioquimica, Imunologia e Hematologia. Deste modo, este
relatorio aborda as fases pré-analiticas, analiticas e pos analiticas, que decorrem na rotina
diaria do laboratério, sendo feita uma abordagem mais aprofundada das valéncias de
Microbiologia e Hematologia. Sao ainda apresentados e discutidos alguns casos clinicos, que
procuram reunir os conhecimentos adquiridos tanto no decorrer do estagio, como ao longo

de mestrado.

Palavras-Chave: Anilises Clinicas; Microbiologia; Hematologia; Metodologias; Casos Clinicos.

V. ABSTRACT

In the present work, | describe the procedures and diagnostics techniques which | had
the opportunity to put into practice and to learn from, during the curricular internship carried
out in the SYNLABHEALTH MADEIRA laboratory, within the scope of the Master's Degree
in Clinical Analyses. During this internship, | had the opportunity to work and acquire
knowledge in the areas of Microbiology, Biochemistry, Immunology and Hematology. Thus,
this report covers the pre-analytical, analytical and post analytical phases, which take place in
the laboratory daily routine, with a more in-depth approach to the areas of Microbiology and
Hematology. Some clinical cases are also presented and discussed, which aim to bring together

the knowledge acquired, both during the internship and during the Master's degree course.

Keywords: Clinical Analysis; Microbiology; Hematology; Methodology; Clinical Cases.
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VI. INTRODUCAO

O laboratério de Analises Clinicas tem um papel crucial na garantia da boa qualidade
de vida dos individuos de todo o mundo. Este possibilita a prevengao e o correto diagnéstico
de patologias, garantido que possam ser aplicados os tratamentos adequados, e seja realizada
a posterior monitorizagao e evolugao da patologia.

Tive a oportunidade de estagiar no Laboratério de Anilises Clinicas SYNLABHEALTH
MADEIRA, S.A. (LACSM) desde dezembro de 2021 a maio de 2022. Este estagio possibilitou-
me presenciar de perto o trabalho arduo e o conhecimento profundo de um Técnico Superior
de Saude. Além do mais, permitiu-me por em pratica os conhecimentos teoricos e praticos
que adquiri ao longo do meu percurso no Mestrado em Analises Clinicas.

A possibilidade de estar perante a realidade da rotina laboratorial diaria foi uma mais-
valia na consolidagao dos meus conhecimentos, e foi fundamental na aquisicao de novos, que
de outra forma nao seria possivel. Deste modo, este relatério tem como objetivo descrever
a realidade da rotina de um laboratério de analises clinicas, que passa desde a fase pré-analitica,
fase analitica, e pos analitica, bem como a nivel do controlo da qualidade interno e externo.
Tive a oportunidade de desempenhar atividades nas valéncias, da Microbiologia, Bioquimica,
Imunologia e Hematologia.

Neste relatorio é feita uma sucinta caraterizagdio do laboratéorio onde tive
oportunidade de estagiar, bem como uma sucinta descrigao da fase pré-analitica e do controlo
de qualidade. E feita uma descricio mais aprofundada das valéncias de Microbiologia e
Hematologia, a qual passa por uma descricao das técnicas utilizadas, dos equipamentos e
metodologias utilizados, do processamento das amostras e da validagio dos resultados. E ainda
feita uma sucinta descrigao da valéncia de Bioquimica e Imunologia e das respetivas técnicas,
equipamentos, metodologias, e parametros analisados. No final do relatorio encontra-se a

discussao de alguns casos clinicos que foram surgindo durante o periodo de estagio.

VIl. CARATERIZAGCAO DO LABORATORIO SYNLAB Madeira

O LACSM localiza-se no Hospital Particular da Madeira (HPM). A Diregao técnica é do
cargo da Doutora Susana Agostinho, Farmacéutica Especialista em Andlises Clinicas, a qual é
acompanhada por uma equipa que integra Técnicos Auxiliares e Administrativos, Técnicos
Superiores de Saude e Técnicos de Analises Clinicas e de Saude Publica.

As infraestruturas do LACSM consistem nas salas de espera e salas de colheita, no

laboratério central, gabinetes administrativos e gabinetes técnicos, salas de reunides, um



armazém e uma camara de frio. No laboratorio central sao realizadas andlises nas areas de
Microbiologia, Bioquimica, Imunologia, Endocrinologia e Hematologia. O laboratério presta
servi¢o ao HPM, bem como a varios postos de colheita distribuidos por toda a llha da Madeira.
Além do mais, possui acordos com varias entidades prestando apoio a empresas no ambito da

medicina do trabalho, a clinicas, a lares e a centros de hemodialise.

A FASE PRE-ANALITICA

A qualidade num laboratério de Analises Clinicas é essencial para o objetivo final de
fornecer cuidados de salde seguros e fiaveis. Para tal, ha trés fases criticas em todo o processo
laboratorial, a fase pré-analitica, a analitica e a pés analitica (Alavi, et al., 2020).

A fase pré-analitica integra todo o processo desde o momento que o utente apresenta
a requisicdo, com os parametros a analisar, a confirmagao da identificagio do utente, a
preparagao do utente, a colheita das amostras, a triagem, e o acondicionamento e transporte
das mesmas. A fase pré-analitica é a fase mais suscetivel a ocorréncia de erros, dado para
alguns dos procedimentos mais criticos ainda nao existirem diretrizes aceites
internacionalmente, nem existirem medidas de controlo de qualidade disponiveis. Os
principais erros que podem ocorrer nesta fase consistem em amostras nao identificadas ou
incorretamente identificadas, tubos de colheita incorretos, quantidades insuficientes de
amostra, amostras hemolisada ou coaguladas. Estes erros podem levar ao inconveniente de
pedir ao utente para fazer novas colheitas, podem levar a atrasos de diagnostico, a tratamentos
inadequados, além de reduzirem a confianga do utente no laboratério (Alavi, et al., 2020).

Antes do dia da colheita o utente deve ser corretamente informado sobre as
preparagoes que deve ter previamente ao dia da colheita, como necessidade de jejum ou
outras restricoes que deva ter para garantir o sucesso da colheita. Também deve ser
informado da forma correta e das condi¢coes, por exemplo, de higienizagao, colheita,
acondicionamento e transporte das amostras passiveis de serem colhidas pelo utente. E em
todo este processo deve ser garantido que o utente entendeu claramente as informagoes que
lhe foram dadas, e caso haja alguma duavida informar que tem a possibilidade de contactar o
laboratério para posteriores esclarecimentos. No dia da colheita sao entregues ao enfermeiro
ou técnico os produtos biolégicos colhidos pelo utente. O enfermeiro ou técnico deve
confirmar a identidade do utente, e se realizou a correta preparagao para a concretizagao da
colheita, bem como deve questionar sob alguma terapéutica a qual esteja a ser sujeito. No
momento da colheita por pun¢ao venosa deve ser garantida a assepsia do local, bem como

s

garantir a calma e conforto do utente. E importante respeitar a sequéncia de preenchimento



dos tubos/frascos a colher, sendo esta de acordo com as orientagdes da respetiva instituicao.
Caso haja pedidos de hemocultura, entao a ordem devera ser hemocultura, tubo seco, tubo
com citrato de sédio, tubo com heparina, tubo com EDTA e tubo com fluoreto. O tubo seco
deve ser sempre em primeiro lugar relativamente aos outros tubos, de modo a evitar
contaminagoes com os anticoagulantes. A cada tubo é atribuido uma etiqueta onde consta um
codigo alfa numérico que identifica o posto de colheita, o utente, a natureza da amostra, e um
codigo de barras que sera lido pelo equipamento e fornecera a informagao dos parametros a
analisar, e de qual utente dizem respeito os resultados obtidos. Apos colheita, os tubos sao
centrifugados, devidamente acondicionadas, e rapidamente transportadas ao laboratério.

No laboratorio, as amostras rececionadas podem ser provenientes dos postos de
colheita e sdo transportadas em malas térmicas através de estafetas, ou podem ser oriundas
do proéprio hospital, e nesse caso chegam através de correio pneumatico devidamente
acondicionadas. Na triagem é medido e registada a temperatura das malas térmicas, bem como
a hora de chegada, o nome do estafeta e respetiva assinatura. Posteriormente, é verificado se
vieram todos os produtos e a qualidade dos mesmos. Os processos que nao foram
previamente integrados sao integrados, e € dada a entrada de todos os produtos recebidos
no programa informatico Apollo. Este programa relne toda a informagao relativa a todas as
analises realizadas e os cuidados a ter antes e durante a colheita, e também informacao das
condi¢coes de processamentos e armazenamento das amostras. Apos dada a entrada dos
produtos estes sao distribuidos para as respetivas valéncias, e os produtos que tém que ser
enviados para o exterior sao separados em aliquotas, e devidamente armazenados até ao
momento em que sao enviados. Existem amostras que sao enviadas para o exterior, dado o
laboratério nao dispor das metodologias necessarias para determinar certos parametros. Estas
amostras sao enviadas de segunda-feira a quinta-feira, devidamente acondicionadas, para os

laboratérios SYNLAB em Lisboa, Porto ou Barcelona, de acordo com as analises requisitadas.

B. FASE ANALITICA

Na fase analitica ocorre todo o processamento das amostras. O processamento das
amostras apenas ¢é iniciado apos a realizagao da manutencao diaria dos equipamentos, e da
aceitacdo dos controlos internos. As amostras processadas em cada valéncia, a informagao
das técnicas manuais utilizadas, os equipamentos e suas metodologias, e todos os cuidados
associados, que sao fundamentais e indispensaveis para a obtengao de resultados corretos e

fiaveis, é descrito ao longo deste relatorio nas respetivas secgoes.



C. FASE POS ANALITICA

Na fase pos-analitica, a validagao dos resultados obtidos pelos analisadores é realizada
tendo em consideragao a coeréncia dos valores obtidos, e tendo em consideragao o historial
clinico do utente. A validagao biopatologica é efetuada por uma especialista, e esta validagao
¢ realizada correlacionando todos os resultados obtidos nas diferentes valéncias, e sempre
tendo em consideracao o historial clinico do doente.

O armazenamento e eliminagdo das amostras é um processo informatizado, e todos
os residuos gerados sao corretamente eliminados de acordo com o Despacho n. °242/96 do

Ministério da Saude (Diregao-geral da Saude, 1996).

VIIl. CONTROLO DE QUALIDADE

O LACSM tem uma ética de trabalho diario que assegura a maxima qualidade dos
servigos prestados, e que permite garantir uma enorme confianga aos seus utentes da precisao
e exatidao dos resultados fornecidos. Tal é assegura pelo Controlo de Qualidade Interno

(CQI) e pela Avaliagao Externa da Qualidade (AEQ).

A. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

O controlo de qualidade interno (CQI) permite ao LACSM avaliar e garantir a
fiabilidade dos resultados analiticos dos utentes. Para tal, sio processadas amostras controlo,
a fim de obter uma média, desvio-padrao e coeficiente de variagao, de modo a permitir a
construgao de um grafico de Levey-Jennings, que é interpretado segundo as regras de
Westgard. Em todos os analisadores sao utilizados no minimo dois niveis de concentragao de
amostra controlo, em que um representa a concentragao do analito em condigoes fisiologicas
e o outro em condigoes patologicas. A andlise das cartas permite verificar se é infringida
alguma das regras de Westgard, e se for detetada uma infragao permite determinar se o erro
é aleatorio ou sistematico. Apos a analise da causa da situagao nao conforme é entao tomada
a agao corretiva, que habitualmente consiste na calibragao, substituicaio de reagentes,
manutencao do equipamento, entre outras. Apos assegurado que o valor do controlo esta de
acordo com as regras de Westgard, entao inicia-se o processamento das amostras dos
utentes.

Para além do controlo da qualidade da fase analitica, diariamente é realizada uma breve

reuniao de modo a serem determinados se ocorreram nao conformidades na fase pré-analitica



e pos-analiticas, e sao tomadas agoes corretivas sugeridas por toda a equipa técnica e diregao

técnica, que sao depois implementadas apos atentiva revisao.

B. AVALIACAO EXTERNA DA QUALIDADE

A avaliagdo externa da qualidade (AEQ) permite avaliar a exatidio dos resultados
obtidos pelos métodos utilizados no laboratorio. Para tal, o LACSM participa em varios
programas de AEQ, sendo estes o NEQAS (National External Quality Assessment Scheme),
Oneworld Accuracy, o PNAEQ (Programa Nacional de Avaliagao Externa da Qualidade), o
RIQAS (Randox International Quality Assessment Scheme), o SEHH (Sociedad Espafiola de
Hematologia y Hemoterapida) e o SEQC (Sociedad Espafiola de Medicina de Laboratoria).

Nestas avaliagdes sao enviadas amostras ao laboratorio, as quais sao processadas de
igual forma a uma amostra proveniente de um utente. Os resultados obtidos sao reportados
nos prazos estipulados as respetivas entidades. Posteriormente, é recebido um relatorio o
qual permite avaliar a exatidio dos resultados obtidos pelo laboratério, bem como permite
comparar a performance dos métodos do laboratério com outros laboratérios que
participaram no mesmo programa. Com estes resultados é possivel determinar a necessidade
da implementagao de medidas corretivas, com o objetivo final da otimizagao continua da

qualidade dos resultados fornecidos pelo laboratorio.

IX. MICROBIOLOGIA

A valéncia da microbiologia no laboratorio de andlises clinicas tem como fungao a
identificacao de bactérias, virus, fungos e parasitas responsaveis por doengas em humanos,
auxiliando no diagnéstico e na promocgao da melhor terapéutica para os pacientes (Fournier
et al, 2013).

No LACSM esta valéncia encontra-se numa sala individual da qual fazem parte uma
cdmara de fluxo laminar, dois microscépios oticos, dois frigorificos (temperatura de
funcionamento de 2 a 8°C), dois congeladores (a -20°C % 3°C), trés estufas (uma a 37°C £1°C,
uma a 25°C = I°C e uma a 42°C %1°C), uma centrifuga e os analisadores automatizados
VITEK®2 COMPACT, BACT/ALERT® e o GeneXpert®.

Durante o periodo que permaneci nesta valéncia tive a oportunidade de participar em
todo o processamento dos diversos produtos biologicos, tais como, urina, fezes, tecidos e
exsudados purulentos de feridas, expetoragdes, exsudados vaginais, uretrais, nasais e

faringeos, e sangue. O processamento das diferentes amostras depende do produto biologico



em questao, mas de um modo geral, consiste na execugao de um exame direto, um exame
cultural, e testes complementares com o intuito final da selecao da correta carta para a
identificacao e realizacdo dos testes de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA) para o

respetivo microrganismo responsavel pela patologia, com recurso ao VITEK®2 COMPACT.

A. PROCESSAMENTO

l. EXAME MICROCOPICO DIRETO

O exame microscépico direto é um método de execucao facil e célere que auxilia a
avaliagao da qualidade da amostra, a detecao e valorizagao de um microrganismo, e a
orientagao do posterior procedimento laboratorial. Este exame pode ser realizado através de
preparagoes a fresco e/ou apés coloragao.

O exame direto apos coloragao no LACSM é tipicamente realizado recorrendo as
técnicas de coloragao de Gram (Anexo l) e de Kinyoun (Anexo II).

A técnica de coloragao de Gram é uma técnica que permite classificar bactérias com
base na sua estrutura celular, assim como a observacao do seu tamanho e morfologia. Esta
técnica também pode ser utilizada para avaliar a qualidade de uma amostra. A coloragao de
Gram tem entdo um papel crucial para uma rapida e presuntiva identificacao de um agente
infecioso. Esta técnica divide a maioria das bactérias em dois grandes grupos, de Gram-positivo
e de Gram-negativo. A composicao e arquitetura da parede celular sao os fatores responsaveis
pela diferente reacao a coloragao de Gram. As bactérias de Gram-positivo retém o corante
cristal violeta, enquanto as de Gram-negativo sofrem a posterior descloragao por agao do
alcool-acetona, adquirindo a cor vermelho ou rosa, em resultado do corante safranina (Leber,
2016).

A técnica de coloragao de Kinyoun é uma técnica usada para a pesquisa de bacilos
acido-acool resistentes (BAAR). A superficie destas bactérias contém uma parede celular com
um alto teor de lipidos, como no caso de Mycobacterium spp., no qual o mais abundante é o
acido micolico, razio pela qual estas bactérias nao conseguem ser coradas pelas técnicas
convencionais. Nesta técnica os BAAR ficam coradas de vermelho, em resultado do corante
carbolfucsina. As outras bactérias e o fundo ficam corados de azul, em resultado da
descoloragio por agao do acido-alcool e, posterior, retengao do corante azul de metileno

(Vasanthakumari, Jagannath & Rajasekaran, 1986).



2. MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura sao fundamentais no laboratorio de microbiologia. Estes fornecem
as condicoes necessarias para o crescimento, isolamento e identificagio dos agentes
etiologicos responsaveis por diferentes patologias.

De um modo geral, os meios podem ser liquidos, solidos ou semi-solidos, e podem
ser divididos em diferentes categorias, com base nas suas diferentes capacidades em sustentar
o crescimento de determinados tipos de microrganismos. Podem ser divididos em: nao
seletivos, seletivos, eletivos, diferenciais e enriquecidos. Os nao seletivos permitem o
crescimento da maioria dos microrganismos nao fastidiosos. Os seletivos inibem o
crescimento de um determinado tipo de microrganismo, dado possuirem na sua constitui¢cao
substancias como antimicrobianos, corantes, alcool ou metais pesados. Os eletivos favorecem
o crescimento de um grupo de microrganismos durante um periodo de tempo. Os meios
diferenciais dado serem constituidos por substratos para determinadas enzimas e/ou agucares
permitem distinguir grupos de microrganismos presentes no mesmo inoculo. Por fim, os
meios de enriquecimento contém fatores que favorecem o crescimento de microrganismos
exigentes (Mahon & Lehman, 2019).

No Anexo Ill encontram-se os diferentes meios de cultura utilizados na rotina do
LACSM, e as respetivas carateristicas gerais.

Apos a inoculagao dos meios de cultura, estes sio incubados em determinadas
condigoes de temperatura, em atmosferas adequadas, e por periodos de incubagao adequados
ao tipo de microrganismos expectaveis para cada amostra. Tal permite diferenciar os
microrganismos tipicamente responsaveis por causar infecao dos que siao colonizadores ou
contaminantes.

No LACSM, as atmosferas adequadas sao asseguradas pelo sistema GENbag da
bioMérieux (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franga). O GENbag é composto por um envelope
estanque de plastico, um gerador de atmosfera e uma barra para fechar, permitindo a
obtenc¢ao da atmosfera pretendida. Para assegurar o crescimento de bactérias exigentes em
dioxido de carbono (CO,) é entiao usado o GENbag CO,, para as bactérias anaerdbias recorre-
se ao GENbag anaer, e para assegurar o crescimento das bactérias microaerofilas recorre-se

ao GENbag microaer.



3. TESTES COMPLEMENTARES DE IDENTIFICAGAO

a) TESTE DA CATALASE

A catalase é uma enzima intracelular responsavel por decompor o peroxido de
hidrogénio (H,O,) em agua (H,O) e oxigénio (O,). A pesquisa da presenca desta enzima em
bactérias permite distinguir bactérias catalase positiva, tais como as pertencentes a familia
Micrococcaceae, de bactérias catalase negativa, como as pertencentes a familia Streptococcaceae
(Reiner, 2010).

O teste da catalase consiste em adicionar uma gota de uma solugao de peroxido de
hidrogénio sobre uma colonia presente numa lamina, a qual foi previamente transferida
recorrendo a uma ansa de plastico. O teste é considerado positivo quando é observado a
libertacio de bolhas de oxigénio. E de extrema importancia ter cuidado na interpretacio deste
teste quando as colonias sao provenientes de meios contendo sangue, pois os eritrocitos
presentes no meio contém catalase, o que pode resultar em falsos positivos (Fonseca, et al.,

2004).

b) TESTE DA OXIDASE

A citocromo ¢ oxidase é uma enzima que atua na fase final da cadeia transportadora
de eletroes da respiragao aerobia. Esta enzima catalisa a oxidagao do citocromo ¢, que reduz
o oxigénio para formar agua. Neste teste o reagente dihidrocloreto de tetrametil-p-
fenilenodiamina é utilizado como doador artificial de eletrdes para o citocromo c. Na presenga
da enzima citocromo c oxidase, o citocromo ¢ num primeiro passo é oxidado, e
posteriormente é reduzido por este reagente. Este reagente ao ser oxidado pelo citocromo
¢, torna-se corado (azul-violeta). O teste é entio considerado positivo quando é observado o
desenvolvimento da cor azul-violeta. Na realizacio deste teste a leitura deve ser feita entre
os 10 e 60 segundos, e devem ser utilizadas ansas de plastico ou vidro. O uso de ansas de
metal pode originar a falsos positivos, devido ao 6xido de ferro que se forma no flamejamento
(Shields & Cathcart, 2010).

Este teste é util na discriminagao de bactérias da familia Enterobacteriaceae, que sao
oxidase negativa, de colénias de Pseudomona spp., Campylobacter spp. e Neisseria spp (Mahon

& Lehman, 2019).



4. VITEK®2 COMPACT

No LACSM ¢ utilizado o equipamento automatizado VITEK®2 Compact (bioMérieux,
Marcy-I'Etoile, Franga), com o intuito de facilitar e reduzir o tempo de processamento
necessario para a identificagdo de um microrganismo responsavel pela patologia, e respetiva
obtencao do antibiograma (Mahon & Lehman, 2019).

O equipamento VITEK®2 Compact usa cartas compactas de plastico com varios pogos
os quais possuem substratos bioquimicos, no caso das cartas de identificagao, e antibioticos
com concentragoes conhecidas, no caso das cartas de antibiograma (Jorgensen & Ferraro,
2009; Pincus, et al, 2006). A escolha das cartas de identificacao e de antibiograma é feita de
acordo com os resultados obtidos no exame cultural, no exame microscopico direto apos
coloragao com a técnica de coloragao de Gram, e de acordo com os testes complementares
de identificagao. As cartas de identificagao e cartas de antibiograma disponiveis no LACSM, e
a sua finalidade, encontram-se no Anexo IV.

As suspensoes de microrganismos a utilizar neste equipamento sao preparadas a partir
de culturas puras, das quais as colonias sao transferidas para um tubo de plastico incolor,
contendo uma solugao de cloreto de sodio 0,45%, onde a densidade é ajustada de acordo um
padrio de McFarland, recorrendo ao equipamento VITEK®DENSICHEK® (bioMérieux, Marcy-
I'Etoile, Franga). O tubo de plastico e a respetiva carta sao colocados numa cassete, e sao
inseridos no equipamento. Ja dentro do equipamento as cartas siao inoculadas
automaticamente por vacuo com a suspensao de microrganismos. Posteriormente, as cartas
sao seladas e incubadas, e é feita uma leitura otica periddica, realizada por fluorescéncia, para
a monitorizagao do crescimento microbiano, e por turbidimetria, para a determinagao da
suscetibilidade antimicrobiana. Apés o periodo de incubagao, o equipamento correlaciona os
resultados das leituras com os dados presentes na sua base de dados, e identifica o
microrganismo em causa e o respetivo antibiograma. O resultado da identificagao é expresso
sob a forma de probabilidade em percentagem. O antibiograma é determinado a partir dos
valores de Concentragao Minima Inibitoria (CMI) para cada antibiotico, e é expresso como
sendo sensivel ou resistente, de acordo com as normas da agéncia europeia EUCAST
(European Commitee on Antimicrobial Suscetibility Testing)(Jorgensen & Ferraro, 2009; Mahon &

Lehman, 2019 Pincus, et al., 2006).



B. PRODUTO

l. URINA

A urina é normalmente estéril, sendo tal mantido por fatores como a anatomia do
trato urinario, o fluxo urinario ao longo do trato urinario, e fatores que inibem ou restringem
a capacidade infeciosa dos microrganismos (Drake, et al., 2017).

As infe¢coes do trato urinario (ITU) constituem uma das infe¢bes mais comuns na
populagao humana, sendo que todos os individuos sao suscetiveis a estas. No entanto, a sua
prevaléncia difere com a idade, género e conforme a predisposi¢ao do individuo. A incidéncia
das ITU é maior no género feminino do que no masculino, com a exce¢ao de infegoes
relacionadas com cateteres e em recém-nascidos. Anatomicamente as ITU podem ser
divididas em infegoes do trato urindrio superior e do trato urinario inferior. As ITU do trato
superior, a pielonefrite e ureterite, ocorrem tanto no homem como na mulher. As ITU do
trato inferior incluem cistite, uretrite, e no caso da mulher também cervicite e vaginite, e no
homem prostatite e epididimite. Para além disso, as ITU podem ser sintomaticas ou
assintomaticas (Behzadi & Behzadi, 2008).

Os microorganimos conseguem aceder ao trato urinario por via hematogénea, linfatica
ou ascendente. A via ascendente consiste na principal via de acesso ao trato urinario (Grabe,
et al, 2015). O agente etioldgico responsavel pela maioria das UTIl é a Escherichia coli
uropatogénica seguida de Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus spp., Pseudomonas
aeruginosa, Candida spp, Klebsiella pneumonia, Proteus spp. e Enterobacter spp (Grabe, et al., 2015;

Behzadi & Behzadi, 2008).

a)  UROCULTURA

A urocultura consiste na identificagao e quantificagao dos microrganismos presentes
na urina e na analise sumaria da urina (Urina tipo II).

Para a realizagao da urocultura é fundamental que o individuo faga uma correta colheita
de urina e transporte da mesma. A amostra consiste na primeira urina da manha, sendo
necessaria uma correta higienizagao das maos e da area genital antes da colheita da mesma. O
primeiro jato de urina é desprezado, sendo o jato intermédio colhido para um contentor
estéril. A urina deve ser armazenada e transportada adequadamente permitindo a obtencao

de resultados fiaveis (Pichutti, de Avo & Germano, 2021).



(1)  ANALISE SUMARIA DA URINA

A andlise sumaria da urina consiste no exame fisico, quimico e microscopico da urina,
permitindo o rastreio de bacterilria assintomatica, hematuria e/ou proteinuria. Varios sao os
parametros analisados, tais como, cor, densidade, pH, a presenca de proteinas, glucose, corpos
cetonicos, urobilinogénio, bilirrubina, nitritos, hemoglobina e leucécitos (Mota & Bega, 2013).

No LACSM os parametros previamente referidos siao analisados no equipamento
automatizado AUTION MAX-4280, no qual as amostras de urina sao pipetadas em tiras de
papel impregnadas de reagentes. O método de detecao das alteragdes nas cores nas tiras papel
consiste em refletancia por duplo comprimento de onda. Ja a densidade, cor e a turvagao sao
detetadas por refratometria, refletancia e dispersao da luz, respetivamente (Zaman, et al.,
2001) A observagao microscopica do sedimento urinario € realizada em amostras que venham
em contexto de urgéncia ou quando o equipamento deteta a presenga de leucocitos,
hemoglobina e proteinas, sendo necessaria a sua confirmagao. Para tal sao centrifugadas, de
preferéncia, cerca de 10 mL de urina a 1500 r.p.m durante 10 minutos, sucedendo-se a sua
observagao entre uma lamina e lamela ao microscépio 6tico, no qual devem ser visualizados,

pelo menos, 5 campos com uma ampliagao de 40x, e quantificados os elementos encontrados.

(2) CRESCIMENTO BACTERIANO EM CULTURA

A cultura da urina no LACSM é feita no meio Cistina-Lactose-Deficiente em Eletrolitos
(CLED), excepto nas amostras sinalizadas como urgentes as quais sao inoculadas no meio
ChromID™ CPS® Elite (CPSE). A inoculagio é realizada utilizando uma ansa calibrada de 10 pL.
O meio é incubado na estufa a 37°C +1°C durante 18 a 24 horas, e posteriormente procede-
se a quantificacao e identificagao presuntiva das colonias.

O meio CLED é usado na rotina laboratorial como um meio nao seletivo e diferencial,
o qual permite o crescimento da maioria dos agentes etiolégicos responsaveis pelas ITU,
devido a inclusao de cisteina (Munoz, et al, 1992). Na constituicao deste meio também esta
presente o azul de bromotimol, que é usado como indicador de pH permitindo a diferenciagao
de microorganismos fermentadores de lactose dos nao fermentadores de lactose. Tal é
possivel, pois os microorganismos fermentadores de lactose ao utilizarem esta como fonte de
energia tém como consequéncia a diminui¢ao do pH do meio, o que se traduz na mudancga da
cor do mesmo de verde para amarelo (Figura I). Adicionalmente, este meio também possui
como vantagem o facto de possuir um défice em fontes de eletrdlitos, o qual restringe o

swarming observado em coldnias do género Proteus spp (Zimbro, et al., 2009).



O meio CPSE é um meio cromogénico que permite a identificagio presuntiva, o
isolamento e a contagem dos microrganismos mais frequentemente responsaveis pelas ITU.
Tal como referido para o meio CLED, este meio também possui como vantagem o facto de
prevenir o swarming observado em colonias do género Protheus spp., sendo esta carateristica
conseguida, neste caso, gragas a elevada concentragao de agar. Além do mais, na constituigao
deste meio também se encontra presente uma combinagcao de diferentes peptonas e trés
substratos cromogéneos, os quais permitem a detegao da atividade de diferentes classes de
enzimas especificamente produzidas por determinados microorganismos. As enzimas ao
hidrolisarem os substratos cromogéneos tém como consequéncia a formagao de produtos
corados, permitindo a facil identificagdo dos principais microorganimos responsaveis pelas
ITU. Sendo assim, com este meio é possivel a facil identificagio de grupos de bactérias, tais
como, E. coli (Figura 2), Enterococcus, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter, Proteus,
Providencia e Morganella (Raafat, Dwedar & El-Seidi, 2015).

No que respeita a quantificagdo do crescimento bacteriano, esta é feita em Unidades
Formadoras de Colonias por mililitro de urina (UCF/mL). Uma provavel infecao pode ser
inferida quando se observa o crescimento de um Unico tipo de colénia com uma concentragao
> a 10° UFC/mL. Uma concentragio < a 10* UFC/mL pode indicar contaminagio uretral ou
vaginal. Ja uma concentragido entre 10*e 10° UFC/mL necessita de ser avaliada e consultado o

historial clinico (Zimbro, et al., 2009).

Figura | - Urocultura positiva no meio Figura 2 - Urocultura positiva no meio CPSE
CLED de uma estirpe de E.coli com um de uma estirpe de E.coli, com um crescimento
crescimento de 10° UCF/mL (Fotografia de 10° UCF/mL (Fotografia registada no
registada no LACSM). LACSM).

Por fim, nas uroculturas positivas é realizada a identificagdo e o antibiograma com
recurso ao VITEK®2 COMPACT, excetuando as colonias identificadas como sendo de E. coli

recorrendo ao meio CPSE, nas quais apenas é obtido o antibiograma.
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b) PESQUISA DE Streptococcus pneumoniae

A bactéria Streptococcus pneumoniae tem sido considerada um dos principais agentes
etiologicos de pneumonia adquirida na comunidade. De forma a otimizar a detegao de
S.pbneumoniae em pacientes com suspeita de pneumonia, tem havido um crescente interesse
no desenvolvimento de métodos rapidos e de facil utilizagdo. De tal forma, tém sido
desenvolvidos testes imunocromatograficos que permitem a detegao do polissacarideo C da
parede celular pneumocacica que € comum em todas as estirpes de S.pneumoniae (Murdoch,
et al,, 2001).

No LACSM ¢é utilizado o teste imunocromatogrifico BinaxNOW™ Streptococcus
pneumoniae Antigen Card (Abbott Diagnostics Scarborough, Inc., Scarborough, Maine) para a
detegao qualitativa do antigénio de S. pneumoniae na urina. Este teste é usado como auxilio
para o rapido diagnostico sendo utilizado em conjunto com outros métodos para o correto

diagnostico de pneumonia pneumococica.

) PESQUISA DE Legionella

A doenga dos legionarios € uma pneumonia causada pela bactéria Legionella
pneumophila. Este bacilo gram-negativo encontra-se presente quer na natureza, quer em
sistemas artificiais de dgua. A inalagcao de aerossois contendo L. pneumophila pode causar
doenga respiratoria, a qual se pode traduzir em pneumonia fatal. A mortalidade desta doenga
pode ser reduzida com um rapido diagnéstico e uma correta terapia. Testes
imunocromatograficos tém auxiliado no diagnéstico presuntivo da doenga dos legionarios
(Badoux,et al., 2020).

No LACSM ¢é utilizado o teste rapido imunocromatogrifico BinaxNOW™ Legionella
Antigen Card (Abbott Diagnostics Scarborough, Inc., Scarborough, Maine) para a detecao
qualitativa do antigénio de L.pneumophila do serogrupolna urina. Este teste é usado como
auxilio para o rapido diagnostico sendo utilizado em conjunto com outros métodos para o

correto diagnostico da doencga dos legionarios.

2. FEZES

As infegoes gastrointestinais podem ser causadas por uma grande variedade de agentes
infeciosos. A diarreia é o sintoma mais comum em infe¢coes do aparelho gastrointestinal e é

uma das principais causas de morte em bebés e criangas em paises subdesenvolvidos.



A diarreia carateriza-se por haver um aumento no volume e em alteragdes na
consisténcia das fezes, podendo ser categorizada em aguda ou crénica. A diarreia aguda
carateriza-se por ter uma duracgao inferior a 14 dias e por ser autolimitada, ja a diarreia crénica
carateriza-se por ter uma duragao superior a |14 dias.

A etiologia e a severidade das infe¢coes gastrointestinais sao determinadas por varios
fatores epidemioldgicos e a existéncia de fatores predisponentes, tais como, a idade (criangas
e idosos sao mais predispostos), malnutricio, doengas no sistema imunolégico, doengas
malignas, terapias imunossupressoras, entre outras. As mas condi¢oes sanitarias e a ingestao
de alimentos e aguas contaminadas também sao fatores responsaveis por causar diarreia.

A flora normal do trato gastrointestinal, a acidez gastrica, as propriedades
antibacterianas do fluido biliar, os movimentos peristalticos do intestino delgado e o proprio
sistema imunitario do intestino tém um importante papel na resposta do organismo do
hospedeiro a invasao do agente patogénico (Hamer, Gill & Chilengi, 2017).

As infegoes no aparelho gastrointestinal sao provocadas por um largo espetro de
bactérias, parasitas e virus. De forma a permitir um diagnostico célere e correto é necessario
garantir a viabilidade destes microorganismos, pelo que para tal é fundamental uma adequada
colheita e transporte das amostras de fezes (Murray, Rosenthal & Pfaller, 2016).

A cultura de fezes (coprocultura) é o método de escolha para o diagnostico de infe¢oes
intestinais bacterianas, com excecao de infe¢oes causadas por Clostridium difficile, cujo
diagnostico pode ser feito pela detecao das toxinas A e B, e infe¢coes causadas por estirpes de
E. coli, reconhecidas como sendo causadoras de diarreia, que podem ser detetadas por testes
moleculares. O diagnodstico das infe¢oes causadas por parasitas passa por um exame
microscopico direto de fezes a fresco ou apds técnicas de concentragido, nos quais é
pesquisada a presenca de trofozoitos e quistos de protozoarios, ou de ovos e larvas de
helmintas. Ja o diagnéstico das infe¢oes causadas por virus é feito ou pela detegao do antigénio

ou pela detecao de acidos nucleicos virais (Vila, et al., 2009).

a) COPROCULTURA

Para a realizagao da coprocultura a colheita de fezes deve ser realizada na fase aguda
da doenca intestinal e preferencialmente antes de iniciar a terapéutica antibiotica. As fezes
devem ser colhidas para um recipiente limpo e seco e transferidas para um recipiente com o
meio de transporte apropriado, neste caso, o meio de Cary-Blair modificado. A por¢ao
transferida deve ser do tamanho de uma noz e deve conter de preferéncia pds, muco ou

sangue (Fonseca, et al., 2004).
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A coprocultura é realizada para despiste de Salmonella spp., Shigella spp. e de
Campylobacter spp. Apds chegada ao laboratério a amostra de fezes é inoculada nos meios
Salmonella-Shigella (SS), Campylosel (CAM) e no caldo Selenito. O meio SS e o caldo de selenito
sao posteriormente incubados na estufa a 37°C durante 18 a 24 horas, ja o meio CAM é
incubado a 42°C em microaerofilia durante 48 horas.

O meio SS é um meio seletivo e diferencial para Salmonella spp. e Shigella spp.. A
constituicio deste meio permite a diferenciacio de bactérias fermentadoras das nao
fermentadoras de lactose, e de bactérias produtoras das nao produtoras de sulfureto de
hidrogénio (H,S) (Fonseca, et al., 2004). A presenca de coldnias incolores com ou sem centro
preto é sugestivo da presenca de Salmonella spp. ou Shigella spp. E de referir que na
constituicao deste meio estao presentes sais biliares e o corante verde brilhante, que
permitem a inibi¢ao de bactérias Gram-positivas e da grande maioria das Enterobacteriaceae
que constituem a microbiota intestinal (Zimbro, et al., 2009).

O caldo de selenito é um meio liquido de enriquecimento para Salmonella spp.. O
selenito de sédio inibe a maioria das Enterobacteriaceae, inclusive algumas estirpes de shigella
spp.. O caldo deve ser repicado ao fim de 8 a 12 horas, dado esse ser o prazo médio de
inibicao no caldo da maioria dos microorganismos que constituem a microbiota intestinal
(Fonseca, et al., 2004).

No LACSM se ao fim de 24 horas nao houver crescimento no meio SS de nenhuma
colodnia sugestiva Salmonella spp. ou Shigella spp., entao é feita a repicagem do caldo para um
novo meio de SS a 37°C durante 18 a 24 horas. Apos esse periodo caso nao se volte a obter
nenhuma cultura sugestiva, entao o resultado é dado como negativo. Pelo contrario, se se
verificar o crescimento de coldnias sugestivas, entao é feito a repicagem para o meio
MacConkey (MCK) com o intuito de obtengao de colodnias puras. Este meio é incubado na
estufa a 37°C durante 18 a 24 horas. Apos este periodo é feito a identificagao e obtengao do
antibiograma com recurso ao VITEK®2 COMPACT. Para a confirmagio da identificagio e
obtengao da serotipagem, os meios de cultura com colénia pura sio enviados para o
Laboratorio de Analises Clinicas SYNLAB em Lisboa, e é feita a notificagao ao Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA).

A inoculagigo no meio CAM, meio seletivo, é realizada para o isolamento de
Campylobacter spp.. As estirpes de Campylobacter spp. consistem em bactérias gram-negativas,
microaerofiicas e com um flagelo que confere a mobilidade carateristica (Perez-Perez, Blaser
& Guillermo, 1996).

A composicao do meio CAM a presenga de agentes antimicrobianos e antifingicos,

bem como as condigdes de incubagao, 42°C em atmosfera microaerofilica durante 48 horas,
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sao carateristicas que inibem a maioria da microbiota intestinal, e por sua vez, favorecem o
crescimento das estirpes de Campylobacter spp. Neste meio as colonias tipicas de
Campylobacter spp. sao de pequenas dimensoes e acinzentadas, e por vezes apresentam um
aspecto em “chama de vela”, consequente da motilidade carateristica de Campylobacter
(Zimbro, et al., 2009). No LACSM, caso sejam observadas coldnias sugestivas € realizado o
teste da oxidase e é feita a identificacio com recurso ao VITEK®2 COMPACT. Para a obtencio
do antibiograma, o meio de cultura com colonia pura é enviado para o laboratorio SYNLAB

em Lisboa, bem como é feita a declaragao obrigatéria ao INSA.

b) EXAME PARASITOLOGICO

As parasitoses intestinais sao uma causa de infecao gastrointestinal globalmente
reconhecida (Wong, et al, 2020). Estas infecoes intestinais siao predominantemente de
transmissao fecal-oral. Em Portugal tem havido uma redugao na prevaléncia destas infegoes,
em resultado da melhoria das condigoes higieno-sanitarias. Embora se verifique uma redugao
na prevaléncia destas infegoes, as que ocorrem devem-se principalmente a Giardia lamblia
(DGS, 2017).

Para a realizagcao do exame parasitologico devem ser colhidas 3 amostras de fezes em
dias diferentes, de preferéncia alternados, durante um periodo maximo de 10 dias (Fonseca,
et al., 2004).

No LACSM é feito inicialmente um exame macroscopico onde é observado a cor, a
consisténcia, a presenc¢a de muco, sangue e de outra informagao orientadora. Posteriormente,
¢ realizado um exame microscopico apés concentragao pelo método de sedimentagao por
centrifugacao de Ritchie, com o intuito de concentrar no sedimento quistos de protozoarios,
e ovos e larvas de helmintas, e de eliminar a maior parte dos residuos fecais. O sedimento é
entio observado ao microscopio optico, entre uma lamina e lamela, sendo corado com

recurso a uma solugao de lugol para facilitar a visualizagao destas estruturas.

) PESQUISA DE SANGUE OCULTO

Algumas doencgas gastrointestinais, como é o caso da ulcera péptica, inflamagao
intestinal, polipos colo-retais e cancro colo-retal podem causar o aparecimento de sangue
oculto nas fezes. A utilizagdo de testes rapidos para a detegao de sangue oculto permite a
detecdo qualitativa de baixos niveis de sangue nas fezes, mesmo quando nao haja manifestagao

de outros sintomas numa fase ainda precoce da doenga (Lin & Chang, 2021). Varios estudos



tém demonstrado que estes testes podem reduzir a incidéncia da mortalidade de doengas, tais
como o cancro coloretal (Meklin, Syrjanen & Eskelinen, 2020).

No LACSM a pesquisa de sangue oculto nas fezes é realizada recorrendo a um teste
rapido imunocromatografico, o Fecal Occult Blood (FOB) Rapid Test (Healgen Scientific, LLC,
Houston, Texas). Este teste é utilizado como complementar ao diagnéstico, sendo depois

interpretado pelo médico com auxilio a outros métodos de diagnostico.

d) PESQUISA DE ADENOVIRUS E ROTAVIRUS

Virus entéricos como o adenovirus e o rotavirus sao conhecidos agentes etiologicos
de gastroenterites agudas e de diarreia, principalmente, na idade pediatrica (Demiray, 2016).
Os rotavirus tém demonstrado ser os agentes infeciosos mais prevalentes, cujas manifestagoes
clinicas podem ir desde leves a casos graves de desidratagao. O periodo de incubagao é de |
a 3 dias, e as manifestagoes clinicas tém uma duragao média de 5 a 7 dias. Ja as infe¢oes por
adenovirus possuem um periodo de incubagao longo, tipicamente de 8 a 10 dias, e as
manifestagoes clinicas podem ter uma duragao até 2 semanas, estando estas associadas a casos
menos severos de desidratagao (Hamer, Gill & Chilengi, 2017).

No LACSM a pesquisa destes virus é feita recorrendo ao teste rapido qualitativo Combi-
Strip Rapid Diagnostic Test for in vitro Rotavirus and Adenovirus Detection in Stool Specimens (Coris

BioConcept, Gembloux, Bélgica).

e) PESQUISA DE Clostridium difficile

A bactéria C.difficile € um bacilo anaerobio Gram-positivo formador de esporos, que é
adquirido por via fecal-oral. Este bacilo pertence a microbiota intestinal de uma pequena
percentagem da populagao adulta, onde tipicamente existe num estado niao patogénico. Este
bacilo é uma bactéria oportunista que tira partido de um desequilibrio na microbiota intestinal,
que pode ser causada por tratamento com antibioticos. Este desequilibrio permite a sua
proliferacao, cuja patogenicidade esta relacionada com a capacidade de a estirpe produzir
toxinas, a toxina A (enterotoxina) e a toxina B (citotoxina). Ambas as toxinas podem-se ligar
a superficie das células epiteliais intestinais onde sao internalizadas, mediando reagées que
causam morte celular e inflamagao, bem como manifestagoes clinicas, tais como, diarreia e/ou
colite pseudomembranosa (Neemann & Freifeld, 2017).

A pesquisa de C.difficile apenas é efetuada quando solicitada, e em amostras de fezes

diarreicas (Fonseca, et al., 2004). O diagnostico é entao feito por uma combinagao de sinais e



sintomas associados a confirmagao da presenca de estirpes de C.difficile produtoras de toxinas
e das toxinas produzidas por C.difficile em amostras fecais (Debast,, Bauer & Kuijper, 2014).
No LACSM a pesquisa de C.difficile ¢ feita recorrendo ao teste rapido imunoenzimatico
TECHLAB®C.DIFF QUIK CHEK COMPLETE® (TECHLAB, Inc., Blacksburg, Virginia). Este teste
deteta em simultaneo a presenca do antigeno de C.difficile, o glutamato desidrogenase (GDH),
e a presenca das toxinas A e B, confirmando a presenga de estirpes de C.difficile produtoras
de toxinas. Quando é obtido um resultado positivo a amostra é entiao enviada para o
laboratério SYNLAB em Lisboa para a realizagao da confirmagao do resultado recorrendo a

testes moleculares.

3. TECIDOS E EXSUDADOS PURULENTOS DE FERIDAS

As feridas variam nas suas carateristicas, severidade e riscos associados. A infecao de
uma ferida pode acarretar consequéncias sérias, que podem ir desde um atraso no processo
cicatrizacdo, a formagao de abcessos, e em casos mais graves a disseminagao de
microrganismos, como bactérias ou das toxinas produzidas pelas mesmas, a outras areas do
corpo (Nester, Anderson & Roberts, 201 |). Consoante a localizagao e o tipo de ferida muitos
sao os microrganismos que poderiao ser responsaveis pelo desenvolvimento de infegoes
conduzindo a formagao de exsudados purulentos (Fonseca, et a.l, 2004).

No LACSM o pus é semeado nos meios: gelose de sangue (COS), gelose de chocolate
(PVX), Chapman (MSA2), Saboraud (SGC2), MCK e no caldo de enriquecimento Brain Heart
Infusion Broth (BHI). O COS e o PVX sao incubados na estufa a 37°C durante 24 a 48 horas,
numa atmosfera com CO,. Os meios MSA2, MCK e o caldo BHI sao incubados na estufa a
37°C durante 18 a 24 horas, e o SGC2 é incubado a 25°C durante 5 dias. O caldo BHI apos
o referido tempo de incubagao é repicado para todos os meios referidos previamente, que
sao incubados nas condigbes previamente referidas.

A valorizagao das coldnias é tida em conta consoante a localizagao e o tipo de ferida.

4. EXSUDADO URETRAL E VAGINAL

O trato genital é uma via de entrada para varios agentes infeciosos. As infecoes do
trato genital podem ser de trés tipos: doencas sexualmente transmissiveis, cujo os possiveis
agentes responsaveis podem ser Clamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas
vaginalis entre outras; infegoes enddgenas, que sao causadas pelo crescimento excessivo de

microrganismos naturalmente presente no trato genital da mulher, tais como, as causadas por
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Gardnerella vaginalis ou por Candida albicans; e infegoes iatrogénicas, as quais estao associadas
a complicagoes resultantes de procedimentos médicos. Muitas destas infe¢oes sao trataveis e
podem ser prevenidas (Patel, et al., 2003).

A pesquisa dos agentes infeciosos anteriormente referidos no caso da mulher é feito
a partir de exsudados endocervicais, vaginais ou uretrais, e no caso do homem é feito a partir
de exsudados uretrais. Para a obten¢ao do exsudado endocervical e o vaginal é introduzido
um espéculo sem lubrificante ou humedecido com soro fisiolégico estéril, sendo a colheita
feita recorrendo a uma zaragatoa de alginato de calcio. No exsudado uretral tanto na mulher
como no homem a colheita deve ser feita, sempre que possivel, antes da primeira micgao,
caso contrario deve ser feito uma hora apos a ultima micgao, recorrendo a uma zaragatoa fina
e flexivel. Em todas estas situagoes devem ser colhidas 2 zaragatoas, uma para ser utilizada
para realizar o exame direto, e uma que é para ser utilizada para realizar o exame cultural,
sendo esta introduzida em meio de transporte com carvao (Fonseca, et al., 2004).

No LACSM é feita normalmente a pesquisa de T. vaginalis, G. vaginalis, N. gonorrhoeae e
Candida spp.. Ja a pesquisa de C. trachomatis e de Streptococcus agalactiae apenas sao feitas
quando pedidas pelo médico.

O procedimento dos exsudados que chegam para pesquisa dos microrganismos
previamente referidos consiste na realizagio de um exame direto a fresco realizado numa
lamina com soro fisiologico, e na realizagao de um exame direto apés coloragao de Gram
(Anexo ), bem como na realizagao de exame cultural. Para o exame cultural as amostras sao
semeadas nos meios COS, PVX e SGC2. Os meios COS e PVX sao incubados na estufa a
37°C durante 24 a 48 horas, numa atmosfera com CO,. O meio SGC2 é incubado na estufa

a 25°C durante 5 dias.

a) PESQUISA DE Trichomonas vaginalis

Tricomoniase é uma infecao sexualmente transmitida causada pelo protozoario
flagelado T. vaginalis. Nas mulheres um dos sinais caracteristicos desta infegdo consiste num
exsudado espumoso, de cor verde-amarelada e com um odor fétido. Os homens sio
tipicamente assintomaticos (Nester, Anderson & Roberts, 201 I).

No LACSM o exame direto a fresco constitui o inico método de diagnostico da infegao
provocada por T. vaginalis. Este protozoario é constituido por 4 flagelos livres e uma membrana
ondulante, e possui um movimento caracteristico que pode ser observado no exame

microscopico.



a) PESQUISA DE Neisseria gonorrhoeae

A Gonorreia é uma doenga sexualmente transmitida, cujo agente etiologico é N.
gonorrhoeae, um diplococo Gram-negativo (Figura 3). Este diplococo pode ser
inconscientemente transmitido durante meses a anos por homens e mulheres assintomaticos.

Grande parte das mulheres sao assintomaticas (Nester, Anderson & Roberts, 201 1).

Figura 3 - Lamina corada com a técnica de coloragao de Gram proveniente de uma amostra de um exsudado
uretral, onde é possivel observar a presenca de diplococos de Gram-negativos (1) sugestivos de N.gonorrhoeae..
Também é possivel observar a presenga de um grande nimero de polimorfonucleares (2) (Fotografia registada
no LACSM).

No LACSM numa amostra proveniente de um exsudado uretral de um homem caso
se observe no exame direto apds coloragao de Gram a presenca de diplococos de Gram-
negativos intracelulares sugestivos de N. gonorrhoeae, esta informagao é sensivel o suficiente
para dar como diagnéstico final. Ja no caso da mulher é necessario recorrer ao exame cultural,
pois o exame direto da coloragao de Gram possui uma fraca sensibilidade, tal podendo ser
explicado pela presenca de outras espécies bacterianas pertencentes a normal flora vaginal da
mulher, que podem dificultar o correto diagnostico (Unemo, et al., 2019).

A N. gonorrhoeae é uma bactéria fastidiosa que requer um meio rico como o PVX, meio
utilizado no LACSM, para o isolamento deste diplococo. Pelo que, ao fim de 48 horas se se
observar o crescimento de coldnias sugestivas de N.gonorrhoeae, que sao colonias pequenas,
brilhantes e sem provocar hemodlise, deve-se efetuar os testes complementares de
identificacao, o teste da catalase e o da oxidase, que deverao ser positivos, bem como
proceder a confirmagao da identificagio com recurso ao VITEK®2 COMPACT, utilizando a carta

NH. Para a obtenc¢ao do antibiograma, o meio de cultura com colénia pura é enviado para o

laboratério SYNLAB em Lisboa, bem como é feita a declaragao obrigatoria ao INSA.
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b) PESQUISA DE Gardnerella vaginalis

A vaginose bacteriana é descrita como sendo resultante de um desequilibrio na normal
microflora vaginal, a qual é, por norma, predominantemente constituida por Lactobacillus spp..
Os microrganismos comumente associados a vaginose bacteriana sao a G. vaginalis, Mycoplasma
hominis, Peptostreptococcus spp., Prevotella spp., Mobiluncus sp., Bacterioides spp., em que a
G.vaginalis é o microrganismo mais frequentemente isolado. Clinicamente, a sintomatologia é
caraterizada por um exsudado vaginal esbranqui¢ado, abundante, fino e homogéneo, com um
pH vaginal superior a 4,5, com um mau odor (cheiro a peixe), que é exacerbado aquando da
adicao de hidroxido de potassio (KOH) a 10%. Para além destas carateristicas, também ¢é
possivel visualizar a presenca de clue cells no exame direto (Wong, et al., 2018).

A bactéria G. vaginalis € um bacilo ou cocobacilo pleomérfico de Gram variavel. Esta
bactéria & f-hemolitica em meio contendo sangue humano ou de coelho, mas nio em meio
contendo sangue de ovelha. Este microrganismo é anaerobio facultativo, sendo a hemolise
optimizada quando o meio é incubado em condigbes anaerobias (Catlin, 1992).

No LACSM a G.vaginalis é detetada pelo exame direto, no qual é pesquisada a presenga
de clue cells, células epiteliais cobertas por cocobacilos frequentemente observadas em
exsudados vaginais de mulheres com vaginose bacteriana, mas nao observadas em mulheres

clinicamente saudaveis (Gilbert, et al., 2019).

) PESQUISA DE Candida spp.

O principal agente etiolégico responsavel pelas candidiases vulvovaginais é a C. albicans,
uma levedura que faz parte da normal microbiota da vagina. A candidiase ocorre apés um
desequilibrio na microbiota da vagina. Os sinais e sintomas mais comuns da candidiase sao um
constante e intenso prurido na vagina ou vulva, um exsudado abundante com um aspecto
grumoso e com uma cor esbranquigada a acinzentada (Nester, Anderson & Roberts, 201 1).

No LACSM a pesquisa de Candida spp. € feita com um exame a fresco e com um exame
direto em uma lamina corada pela técnica de coloragao de Gram. Também se realiza um
exame cultural no meio SGC2 (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franga), que ¢é incubado na estufa a

25°C.
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No exame direto a fresco e no exame direto corado com a técnica de Gram, perante
uma candidiase é expectavel a observagao de uma predominancia de leveduras. Na técnica de
coloragao de Gram as leveduras apresentam-se coradas de roxo. Ja no exame cultural
observa-se a placa ao fim de 48 horas e verifica-se se ha crescimento de colénias no meio.
Caso nao haja crescimento de colonias, mas se verifique uma predominancia de leveduras no
exame direto, entdo a placa permanece na estufa até se obter um crescimento de colonias
que permita a realizagao da respetiva identificagdo. Quando se verifica o crescimento de
colénias (Figura 4) procede-se a identificagio com recurso ao VITEK®2 COMPACT, utilizando

a carta YST.

Figura 4 - Colonias de C. albicans no meio SGC2 provenientes de uma amostra de um exsudado vaginal
(Fotografia registada no LACSM).

d) PESQUISA DE Chlamydia trachomatis

A C. trachomatis é uma bactéria Gram-negativa intracelular obrigatéria responsavel por
uma das doengas sexualmente transmissiveis mais comuns. Os principais sinais e sintomas nos
homens sao um exsudado acinzentado proveniente do pénis, e nas mulheres é um abundante
exsudado vaginal, sangramento vaginal e dor abdominal. A maioria das mulheres e dos homens
sao assintomaticos (Nester, Anderson & Roberts, 201 I). ™

A pesquisa de C.trachomatis no LACSM ¢é feita recorrendo ao teste rapido ABON
Chlamydia Rapida Test Device (Swab/Urine) (Abon Biophram, Hangzhou,, Republica Popular %‘a
China). Este teste consiste num teste imunocromatografico para a detegao qualitativa de
trachomatis em exsudados cervicais nas mulheres, e em exsudados uretrais e na urina dos

homens (Mawak, et al., 201 1).
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e) PESQUISA DE Streptococcus agalatiae

A bactéria Streptococcus f-hemolitica do grupo B de Lancefield, também conhecida por
Streptococcus agalatiae, é um coco de Gram-positivo reconhecido como o principal agente de
sépsis neonatal, possuindo importantes taxas de morbilidade e mortalidade, principalmente
em recém-nascidos prematuros. A transmissao de S. agalatiae pode ocorrer por via vertical,
durante a gravidez e sobretudo durante o parto, manifestando-se por doenga neonatal
precoce. A doenga infantil provocada por S.agalatiae distingue-se em doenga neonatal precoce,
doenca neonatal tardia e doenca muito tardia. A doenga neonatal precoce ocorre nos
primeiros 7 dias de vida, e manifesta-se principalmente sob a forma de pneumonia e sépsis. A
doenca neonatal tardia ocorre apos a primeira semana de vida e durante os primeiros 3 meses,
e manifesta-se por febre, bacteriemia e meningite. A doenga neonatal muito tardia ocorre
ap6s os 3 meses de vida, sendo esta a menos prevalente, e cujas manifestagdes sao ITU e
amigdalite aguda. A maioria das gravidas colonizadas por S. agalatiae apresentam-se como
assintomaticas (Moreira, et al., 2013).

Segundo a Dire¢ao-Geral da Saide (DGS) (2011), é aconselhado a todas a gravidas o
rastreio de S. agalatiae entre as 35 e 37 semanas, permitindo identificar as que se encontram
em risco de ter um recém-nascido com sépsis neonatal.

No LACSM a pesquisa de S. agalactiae é feita recorrendo ao exame cultural no meio
granada (GRAN). As amostras provenientes de exsudados vaginais/ano-retais sio semeadas
no meio GRAN, e vao a incubar na estufa a 37°C durante 48 horas em anaerobiose.

O meio GRAN é um meio seletivo para a identificagao de S. agalactiae. Este meio é
constituido por uma mistura de antibiéticos, de modo a inibir a maioria das bactérias Gram-
negativas e leveduras, dado as amostras serem provenientes de zonas com flora
polimicrobiana (Moreira, et al, 2013). Este meio também possui na sua constituicao
metotrexato, soro e amido, permitindo a produgao de um pigmento cor-de-laranja
carateristico das coldnias de S.agalactiae (El Aila, et al, 2010). A pesquisa de S.agalactiae é
entio dada como positiva quando é observado o crescimento de coldnias cor-de-laranja
(Figura 5). Caso ao fim de 48 horas nao forem observadas da cor previamente referida, entao

o resultado é dado como negativo.
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Figura 5 - Colonias de S. agalactiae no meio GRAN provenientes de uma amostra de um exsudado vaginal
(Fotografia registada no LACSM).

5. EXSUDADO FARINGEO E NASAL

O sistema respiratorio é constituido pelo trato respiratério superior e trato
respiratorio inferior. O trato respiratorio superior inclui o nariz e cavidade nasal, a faringe, a
epiglote e a laringe, apresentando uma microbiota diversificada. O trato respiratorio inferior
inclui a traqueia, os bronquios e os pulmoes, os quais sao normalmente estéreis, nao
possuindo uma microbiota associada. A microbiota do trato respiratério superior é
normalmente constituida por bactérias dos géneros Staphylococcus spp., incluindo o potencial
agente patogénico Staphylococcus aureus; Corynebacterium spp.; Moraxella spp., nos quais alguns
se assemelham microscopicamente ao agente patogénico Neisseria meningitidis; Haemophilus
spp., incluindo o potencial agente patogénico Haemophilus influenza; Bacteroides spp.; e
Streptococcus spp., no qual inclui frequentemente o potencial agente patogénico Streptococcus
pneumoniae. Apesar destes agentes colonizadores habitualmente serem inofensivos, quando o
sistema imunitario do hospedeiro se encontra debilitado, estes sao agentes oportunistas e
podem causar doenga (Nester, Anderson & Roberts, 201 |). No entanto, é de referir que a
maioria das infe¢oes do trato respiratorio superior sao causadas por virus (Jain, Lodha &
Kabra, 2001).

Para a detegao de agentes patogénicos nas vias aéreas superiores é necessaria a correta
colheita e transporte dos exsudados faringeos e nasais. Para a colheita do exsudado faringeo
recorre-se a uma zaragatoa, a qual é colocada por detras da Uvula efetuando a colheita na
faringe posterior, amigdalas e nas areas inflamadas e ulceradas, com o cuidado de nao tocar
na mucosa bucal e lingual. A zaragatoa deve ser enviada no meio de transporte apropriado ao

microrganismo a pesquisar. Ja para a colheita do exsudado nasal é inserida uma zaragatoa em
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cada narina até encontrar resisténcia, momento no qual roda-se a zaragatoa contra a mucosa
nasal. A zaragatoa é colocada no meio de transporte adequado e é enviada rapidamente para

o laboratorio (Fonseca, et al., 2004)

a) ESTUDO DA COLONIZAGAO por Staphylococcus aureus meticilina

resistente

A bactéria S. aureus é uma bactéria comensal, mas também representa um dos
principais agentes etiologicos de endocardites, bacteriémia, osteomielite, infecoes na pele e
tecidos moles, infecoes nos ossos e articulacoes e de infecoes nosocomiais. Inicialmente, a
terapéutica consistia no uso de penicilina. No entanto, esta bactéria rapidamente criou
resisténcia a penicilina. Apos a introdugao de uma penicilina sintética, a meticilina, desenvolvida
para ultrapassar a resisténcia a esse antibiotico, observou-se o aparecimento de S. aureus
meticilina resistente (MRSA, do inglés methicilin-resistant S.aureus). A resisténcia a meticilina é
mediada pelo gene mecA, o qual faz parte do elemento genético moével designado de
Staphylococcal Cassete Chromosome mec (SCCmec). O gene mecA codifica a Penicillin-Binding
Protein 2a (PBP2a), a qual tem baixa afinidade para os ff-lactamicos, prevenindo-os de inibir a
biossintese da parede celular, resultando na resisténcia observada com esta classe de
antibioticos (Turner, et al., 2019). Mais recentemente foram identificadas estirpes MRSA na
qual o gene mecC foi identificado como responsavel por mediar a resisténcia a antibioticos da
classe dos f-lactamicos (Milheirico, De Lencastre & Tomasz, 2017).

Inicialmente a bactéria MSRA era responsavel apenas por infe¢oes nosocomiais, mas
posteriormente também se verificou que se encontrava associada a infe¢oes adquiridas na
comunidade. Apesar da recente redugao da incidéncia das infegoes provocadas pela MRSA,
esta ainda apresenta um risco clinico elevado, com uma elevada morbilidade e mortalidade
associada (Turner, et al., 2019).

No LACSM o estudo da colonizagio de MSRA ¢é realizado essencialmente em
exsudados nasais. A pesquisa pode ser realizada por exame cultural ou por testes moleculares
recorrendo ao sistema GeneXpert® IV (Cepheid, Sunnyvale, Califérnia). O método a utilizar
deve constar na requisicao médica.

O exame cultural é realizado recorrendo ao meio cromogéneo Chromid® MRSA Smart
(MRSM) (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franga). Este € um meio seletivo e diferencial para MRSA.

incubado a 37°C durante 18 a 24 horas em aerobiose.
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No sistema GeneXpert® IV a detegdo de MRSA é obtida por reagio em cadeia da
polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) em tempo real. O sistema GeneXpert®

IV é utilizado em conjunto com o kit Xpert® MSRA NxG (Cepheid, Sunnyvale, Califérnia).

b) PESQUISA DE Streptococcus f-hemolitico do grupo A

A bactéria Streptococcus f-hemolitico do grupo A, também conhecida por Streptococcus
pyogenes, € um coco Gram-positivo cuja infecao pela mesma resulta numa grande variedade
de doengas. Esta bactéria é responsavel por infe¢des na garganta, sendo o principal agente
etiologico da faringite bacteriana, e por infegoes na pele, tais como, impetigo, erisipela, celulite,
escarlatina, entre outras. Quando as infegoes provocadas por S.pyogenes nao sao
corretamente tratadas, podem resultar em complicagoes como glomerulonefrite aguda e febre
reumatica (Ferretti, Stevens, & Fischetti, 2016).

No LACSM, para o auxilio no diagnostico de faringites bacterianas causadas por S.
pyogenes, a pesquisa é feita recorrendo ao teste rapido imunocromatografico Clearview® Exact
Strep A (Abon Biophram, Hangzhou, Republica Popular da China).

A confirmagao de um resultado negativo no LACSM é feito através de exame cultural
e teste complementar de identificacio. O exame cultural consiste em semear a amostra no
meio COS, o qual é incubado na estufa a 37°C durante |18 a 24 horas, numa atmosfera com
CO,. O teste complementar de identificacao consiste no teste da catilase. Caso nao se
observe a f3-hemolise, uma regiao clara a volta das coldnias, e caso o teste da catilase dé

negativo, entao confirma-se o resultado negativo.

6. EXPECTORACOES

O trato respiratorio inferior € um ambiente estéril e ndo possui normalmente uma
microbiota associada. Infe¢cdes no trato respiratério inferior ocorrem quando os agentes
infeciosos ultrapassam as barreiras do trato respiratorio superior. Estas infecoes podem
resultar da inalagao de aerossois infeciosos, da aspiragao de conteudo oral ou gastrico, ou da
disseminagao hematogénea (Mahon & Lehman, 2019).

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS) (2019), as infecoes do trato
respiratério inferior sdo a quarta causa de morte em todo o mundo. Os sindromes clinicos
associados consistem na bronquite, bronquiolite, pneumonia (adquirida na comunidade,
nosocomial, por aspiragao e crénica) e no empiema (Mahon & Lehman, 2019).

A obtencao de uma amostra de boa qualidade é fundamental para um célere e correto

diagnostico do agente etiologico responsavel pelo sindrome clinico. No entanto, este
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diagnostico é frequentemente dificultado devido a contaminagao pela normal flora da
orofaringe durante a colheita (Fonseca, et al., 2004).

No LACSM é frequente a recegcao de expetoragoes para o estudo microbiologico do
agente responsavel pela infecao no trato respiratério inferior de um paciente. Para a correta
obtencao da amostra a ser processada, o paciente € instruido a colher por tosse profunda
preferencialmente a primeira amostra da manha. Esta deve ser colhida em jejum, e a boca deve
ser previamente lavada apenas com agua. A amostra deve ser colhida para um recipiente
estéril, de boca larga e tampa de rosca (Fonseca, et al., 2004).

Nas expetoragoes recebidas é efetuado um exame cultural e também um exame direto
ap6s coloragées de Gram e Kinyoun (Anexo Il). No exame cultural estas amostras sao
semeadas nos meio COS, PVX, MCK, MSA2 e SGC2. Os meios COS e PVX s3ao incubados na
estufa a 37°C durante 24 a 48 horas, numa atmosfera com CO,. Os meios MCK e MSA2 sao
incubados na estufa a 37°C durante 18 a 24 horas em aerobiose. O meio SGC2 ¢ incubado na
estufa a 25°C durante 5 dias. Para a realizacao do exame direito e do cultural é tido o cuidado
de selecionar a porg¢ao purulenta da amostra.

Ao realizar o exame direto apés coloragao de Gram ¢é avaliada a qualidade da amostra.
Para determinar a qualidade da amostra é entao observado ao microscopio otico cerca de 10
campos com a objetiva de 10x. Nesta avaliagao é tido em consideragao os critérios de Murray
e Washington (Tabela I). As amostras com a qualidade exigida pertencem ao grupo 4 e ao
5. As amostras que se inserem nos restantes grupos nao sao consideradas como verdadeiras

expetoragoes, e nao sao validas para prosseguir com o estudo microbioldgico (Fonseca, et al.,

2004).

Tabela | - Critérios de Murray e Washington (Fonseca, et al., 2004).

Células epiteliais/campo Leucécitos/campo
Grupo | 25 10
Grupo 2 25 10-25
Grupo 3 25 25
Grupo 4 10-25 25
Grupo 5 <10 25

Recorrendo ao microscopio otico, e com a objetiva de 100x em 6leo de imersao, é
posteriormente verificado se ha algum microrganismo predominante. Caso tal se verifique,

este microrganismo é considerado como o agente etiologico. O microrganismo observado
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pelo exame direto e o determinado pelo exame cultural devem ser concordantes. Na presenga
de diversos microrganismos estamos entao perante uma amostra polimicrobiana e o exame
cultural nao sera valorizado.

O meio COS é um meio de isolamento altamente nutritivo destinado a facilitar a
recuperacao e isolamento de microrganismos fastidiosos. A presenga de sangue devido aos
seus constituintes, a hemina (factor X) e vitamina K, fornece fatores de crescimento
requeridos para certos microrganismos anaerobios obrigatorios (Zimbro, et al., 2009). O
sangue adicionado também torna possivel a revelagao de hemdlise. O tipo de hemélise permite
orientar na identificacao bacteriana (Facklam, et al., 1979). Na a-hemolise observa-se um halo
com coloragao esverdeada a volta da coldnia, o que pode orientar para a suspeita de uma
estirpe de S. pneumoniae. Na 3-hemolise é observada uma zona clara a volta ou por baixo da
coloénia (Figura 6), podendo orientar para a suspeita da presenca de estirpes de S.pyogenes
ou S.aureus (Zimbro, et al,, 2009). E de ressalvar que, posteriormente, é sempre necessario a

realizagao de teses complementares de identificagao dos microrganismos isolados.

Figura 6 - Colénias -hemoliticas no meio COS (Fotografia registada no LACSM).

O meio PVX é um meio de isolamento que permite o crescimento e isolamento de
microrganismos fastidiosos, em particular, de estirpes pertencentes aos géneros Neisseria e
Haemophilus. Ressalva-se a necessidade de posteriormente realizar testes complementares de
identificagao.

O meio MCK é um meio de isolamento seletivo de enterobactérias e outras bactérias
de Gram-negativo.

O meio MSA2 é um meio utilizado para o isolamento seletivo de estafilococos. A
presenga de colonias amarelas permite a identificagao presuntiva de S.aureus, que devera ser
seguida da realizagao de testes complementares adequados (Zimbro, et al., 2009).

O meio SGC2 é um meio seletivo para o isolamento de fungos.
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Apos o periodo de incubagao, a colénia de interesse é repicada para um novo meio,
para a obtencio de uma cultura pura, e posterior identificacio e obtengao do respetivo
antibiograma, recorrendo ao VITEK®2 COMPACT.

No LACSM é realizado o exame direto apods coloragao de Kinyoun (Anexo Il), com
o intuito de se detetar a presenca de Bacilos Acido-Alcool Resistentes (BAAR). O exame
cultural nao é realizado no LACSM, pelo que amostras suspeitas ou com pedidos orientados
sao enviadas para o laboratorio SYNLAB em Lisboa, apds a respetiva observagao ao

microscopio. Na detecao de apenas um BAAR o resultado é considerado positivo.

C. HEMOCULTURAS

O sangue é um produto bioldgico estéril, pelo que a presenga de um microrganismo
na corrente sanguinea é causa de morbilidade e mortalidade, a nivel global. A hemocultura é
entao um importante procedimento, que permite a detegao de bactérias ou fungos no sangue
(Fonseca, et al., 2009; Riedel & Carroll, 2010).

A correta obtencio de amostra é fundamental para a detegao e identificacio do
microrganismo presente no sangue. O volume de sangue colhido, principalmente, em adultos,
€ um dos fatores criticos para a dete¢ao do microrganismo. Nos adultos a concentragao de
microrganismos é baixa na maioria das bacteriémias, devendo ser colhidos entre 10 a 30 mL
de sangue, por pungao venosa. Nas criangas a concentragao de microrganismos durante o
periodo de bacteriemia é muito maior, por isso sao necessarios menores volumes de sangue,
sendo colhidos entre | a 5 mL de sangue, por pungao venosa. O momento da execugao da
colheita para hemocultura é um fator a ter em consideragao, pelo que nao se deve colher
sangue no pico febril. O nimero de frascos e o intervalo das colheitas € um factor que depende
da situagao clinica e da urgéncia que exista para iniciar a antibioterapia. No momento da
colheita também ha que ter o cuidado de ao obter mais do que uma hemocultura
sequencialmente, devem ser efetuadas pungoes em diferentes veias periféricas. Destaca-se
ainda a importancia de no momento da colheita ter sido tido o cuidado de desinfetar
corretamente o local da pungao, para evitar a contaminagao (Fonseca, et al., 2009).

No LACSM costumam chegar dois frascos de hemocultura por cada amostra. Um dos
frascos de cultura é para detetar aerobios e outro para detetar anaerdbios. Estes sao
imediatamente colocados no equipamento BACT/ALERT®3D (bioMérieux, Marcy I'Etoile,

France). Os frascos de hemocultura ficam a incubar durante cinco dias a uma temperatura de

37°C.
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O equipamento BACT/ALERT®3D, consiste num sistema de detecio microbiana
automatizado baseado na detegao colorimétrica de CO, produzido pelos microrganismos em
crescimento. Na base de cada frasco existe um sensor permeavel ao CO,, o qual adquire uma
coloragao amarela, devido a acidificagdo do meio por consequéncia do CO, produzido pelo
microrganismo. A detecao da alteragao da cor é feita pelo equipamento a cada 10 minutos
(Bugno, et al., 2015).

Quando o equipamento di a indicagao de uma hemocultura positiva efetua-se o exame
direto apos coloragao de Gram, e realiza-se a subcultura em determinados meios de acordo
com o frasco em que positivou. Caso tenha positivado na hemocultura para detegao de
aerobios, entao é feita a subcultura nos meios COS, PVX e SGC2. Os meios COS e PVX sao
incubados na estufa a 37°C durante 24 a 48 horas, numa atmosfera com CO,. O meio SGC2
¢é incubado na estufa a 25°C durante 5 dias. Caso tenha positivado na hemocultura para
detecao de anaerobios, é feita a subcultura em COS e PVX, nas mesmas condigoes referidas
anteriormente. E, adicionalmente, também é realizada uma subcultura em meio PVX, o qual
vai a incubar em anaerobiose, sendo igualmente incubado na estufa a 37°C durante 24 a 48
horas. Qualquer microrganismo que seja valorizado no exame direto e exame cultural é
identificado e obtido o antibiograma com recurso ao VITEK®2 COMPACT.

E de realcar que quando uma hemocultura positiva, tal informacio é imediatamente transmitida
ao médico, acompanhada da indicagao da morfologia do microrganismo e do Gram do mesmo. Tal

permite que o doente comece uma terapia empirica até a obtengao do diagnostico final, possibilitando

um melhor prognéstico.

X. BIOQUIMICA

A valéncia da bioquimica no laboratério de andlises clinicas tem como principal objetivo
analisar substancias em fluidos ou tecidos corporais, tanto a nivel qualitativo como
quantitativo, com o intuito final de auxiliar no diagnéstico de uma patologia e na monitorizagao
do tratamento (Kumar & Gill, 2018).

No periodo de tempo que passei nesta valéncia, apesar de curto, permitiu-me
acompanhar a generalidade da rotina laboratorial, que passa desde a manutengao diaria e
constante dos diversos equipamentos e seus reagentes, o processamento dos controlos
internos e, posterior, processamento das amostras. E de salientar a importancia de garantir
de que os valores de controlo interno, se encontrem de acordo com as especificagoes ja
estabelecidas para os diversos parametros, caso contrario € necessario proceder a respetiva

calibragao. Caso esta agao nao tenha surtido efeito é necessaria avaliar outras possiveis causas
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por de tras do erro, e tomar as medidas necessarias para garantir que o método volte a estar
sob controlo, e garanta a qualidade dos resultados.

Nesta valéncia as amostras tipicamente processadas sao o soro e a urina, mas podem
ser analisados outros fluidos corporais. Neste sentido, tive a oportunidade de processar um
liquido cefalorraquidiano (LCR), no qual os parametros solicitados para dosear foram a
glucose e proteinas.

O soro é a amostra onde sao determinados a maioria dos parametros bioquimicos,
pelo que apos a chegada da amostra é importante avaliar a qualidade desta, pois fatores como
hemolise, lipémia e ictericia podem interferir nos valores doseados. Caso estes sejam
observados é necessario requerer nova colheita de amostra.

Nesta valéncia, na urina sao regularmente avaliadas as urinas tipo Il e urinas de 24
horas, o que permite a monitorizagao da fungao renal. Sao também realizados testes de
gravidez, testes qualitativos de detegcao de drogas de abuso, nomeadamente, anfetaminas,
barbituricos, benzodiazepinas, canabinoides, cocaina e opidceos, recorrendo a testes
imunocromatograficos em cassete.

No LACSM, a bioquimica é uma valéncia que na sua maioria esta automatizada, sendo
que no Anexo V encontram-se os equipamentos utilizados, a metodologia, e os parametros

analisados.

XI. IMUNOLOGIA

A imunologia clinica é uma importante valéncia que fornece dados fundamentais para
auxiliar no diagnostico e esclarecer os clinicos relativamente aos processos imunolégicos por
de tras da manifestagio de certas patologias, tais como imunodeficiéncias, doencgas
autoimunes, doencas linfoproliferativa, alergias e doencas infeciosas. E de referenciar que a
imunologia clinica é uma valéncia com um envolvimento fundamental na transplantacao de
tecidos (Miller, et al.,, 2002).

Esta valéncia do laboratorio usa diversas técnicas ja estabelecidas e tem vindo a adotar
varias técnicas emergentes. Devido a inter-relagao com outras valéncias do laboratério, como
a bioquimica, hematologia e microbiologia, existem algumas técnicas e testes semelhantes e
que se relacionam. O uso destas técnicas, em simultineo com o conhecimento dos conceitos
de imunologia sio fundamentais para o diagndstico e monitorizagdo de doencgas
imunomediadas (Tebo, et al., 2014).

No LACSM o periodo que passei nesta valéncia foi em simultaneo com a de bioquimica.

A rotina laboratorial nestas duas valéncias é muito semelhante, passando igualmente pela
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manutencao diaria e constante dos diversos equipamentos e seus reagentes, o processamento
dos controlos internos e, posterior, processamento das amostras.

Nesta valéncia sao analisados varios parametros do foro imunoquimico, hormonal,
marcadores tumorais e marcadores de doengas infeciosas, recorrendo aos equipamentos que
se encontram no Anexo V. Para além, dos parametros analisados de forma automatizadas,
também sao realizadas técnicas manuais (Anexo VII) para a detecao de doencas infeciosas.
Tal como na bioquimica, o soro é a amostra onde sao determinados a maioria dos parametros,

com excegao nos testes rapidos de detecao de Malaria e do Dengue.

Xll. HEMATOLOGIA

O sangue é um elemento fundamental para a manutengao da vida. Este é responsavel
por transportar oxigénio dos pulmoes para os tecidos; transportar dioxido de carbono para
os pulmoes, para depois estes o removerem do organismo; transportar glucose, proteinas e
gorduras; e por transportar residuos do metabolismo para o figado e rins, para a posterior
eliminagao (Keohane, Smith & Walenga, 2016).

A fracao liquida do sangue designa-se por plasma. O plasma é responsavel por
transportar e nutrir as células do sangue. Além disso, este fornece enzimas para a coagulagao,
que por sua vez protegem os vasos sanguineos de traumas, e mantém a circulagao. Existem 3
grandes grupos de células do sangue: os globulos vermelhos ou eritrocitos, os glébulos
brancos ou leucécitos, e as plaquetas ou trombécitos. A hematologia consiste no estudo
destas células sanguineas. A coloragao e observagao de esfregagos sanguineos, a contagem, e
avaliagao da morfologia, fenotipo e gendtipo, de todos estes tipos de células, permite prever,
detetar e diagnosticar doengas que afetam as células sanguineas. Deste modo, a hematologia
€ uma valéncia fundamental no laboratério, a qual permite aos médicos selecionar as
terapéuticas mais adequadas, bem como monitorizar as consequéncias destas na evolugao das
respetivas patologias (Keohane, Smith & Walenga, 2016).

No decorrer do periodo em que estive nesta valéncia tive a oportunidade de
acompanhar a generalidade da rotina laboratorial, incluindo a manutengao diaria dos diversos
equipamentos e seus reagentes, e processamento dos controlos internos. Nesta valéncia
participei ativamente no processamento das amostras e na realizagao e observagao esfregagos
de sangue periférico ao microscépio 6ptico. Também estive envolvida na validagao analitica,

onde pude fomentar os meus conhecimentos nesta area.
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A. Hematopoiese

A hematopoiese consiste num processo continuo e bem regulado de produgao de
células sanguineas, o qual inclui a renovagao, proliferagao, diferenciagcao e a maturagao destas.
Deste processo resulta a formagao, desenvolvimento e proliferacio de todas as células
sanguineas funcionais que sao libertadas da médula 6ssea para a circulagio sanguinea
(Keohane, Smith & Walenga, 2016).

Varios 6rgiaos tém um papel na hematopoiese. Estes 6rgaos mudam conforme o
desenvolvimento do ser humano desde feto a adulto. Inicialmente, no feto o principal local
onde ocorre a hematopoiese é o saco vitelino. Com o desenvolvimento, esta passa a ocorrer
no figado e no bago. A médula 6ssea assume o papel principal na hematopoiese a partir dos 7
meses da vida fetal, e continua a assumir este papel na infancia e na vida adulta. Na infincia a
hematopoiese ocorre em toda a médula 6ssea, mas durante este periodo ha uma progressiva
substituicao da medula dos ossos longos por gordura, pelo que na vida adulta a hematopoiese
fica confinada as vertebras, costelas, esterno, sacro, pélvis, cranio, e as extremidades proximais
do fémur e imero (Ciesla, 2018; Hoffbrand & Moss, 2016).

A hematopoiese é regulada por um microambiente constituido por diversas células,
estruturas e uma arquitetura que em conjunto garantem a produgao das células sanguineas na
medula ossea. A arquitetura da médula 6ssea consiste num tecido 6sseo envolvente, e nos
vasos sanguineos que o irrigam. A médula éssea ¢ irrigada entao por pequenas arteriolas que
penetram o tecido 6sseo, dando origem a uma densa rede de sinusoides, que drenam numa
veia central. As células endoteliais que formam os vasos na médula éssea sio importantes
componentes do microambiente devido a producao de citoquinas que regulam as células
estaminais hematopoiéticas e outros progenitores (Johnson, Zhang & Lucas, 2020).

As células estaminais hematopoiéticas por definicao sao células pluripotentes com a
capacidade de se autorrenovar ou de se diferenciar em células progenitoras. Estas células
progenitoras sao células precursoras da linhagem mieloide e da linhagem linfoide (Figura 7).
A partir das células progenitoras mieloides formam-se os eritrocitos, neutrofilos, eosindfilos,
basofilos, mondcitos e plaquetas. Ja as células progenitoras linfoides originam os linfocitos T,

linfécitos B e as células Natural Killer (Keohane, Smith & Walenga, 2016).
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Figura 7 - Diagrama da Hematopoiese demonstrando a diferenciagao e divisao da célula Estaminal
Hematopoiética nas diferentes linhas celulares que originam os elementos figurados do sangue. Adaptado de:
Keohane, Smith & Walenga, 2016.

B. Hemograma com contagem de plaquetas

O hemograma com contagem de plaquetas é dos testes laboratoriais mais solicitados.
Este permite avaliar as células do sangue periférico, fornecendo informagao fundamental que
possibilita o diagnostico de doengas hematoldgicas, assim como, detetar a presenga de
infecoes, e monitorizar terapéuticas. Os valores de referéncia para os parametros avaliados
no hemograma variam de acordo com a idade, sexo e etnia do utente (Dixon, 1997).

No LACSM o hemograma com respetivo eritrograma, leucograma e plaquetograma é
obtido pelo analisador automatizado Sysmex XN-550 (Sysmex Corporation, Kobe, Japao). Este
analisador recorre a citometria de fluxo fluorescente para a contagem e analise dos leucocitos
e dos reticulocitos. O principio desta metodologia baseia-se na emissao de luz dispersa
lateralmente, luz dispersa frontalmente, e na emissao de luz fluorescente lateral, quando
células devidamente coradas sao atingidas por um raio laser. A informagao dada por estes trés
sinais permite a caraterizagao das células previamente referidas. A contagem dos eritrocitos
e das plaquetas é determinada recorrendo a um outro método, o de impedancia elétrica. E
ainda ha a utilizagao de um terceiro método, conhecido por SLS-Hemoglobina, que se baseia
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na utilizagdo do surfactante SLS (Lauril sulfato de sodio, do inglés Sodium lauryl sulfate), que
permite a determinagao da concentragao de hemoglobina (Uchihashi, et al., 2015).

A amostra utilizada para a obten¢ao do hemograma é o sangue total, e esta é
transportada num tubo com acido etilenodiamino tetra-acético dipotassico (EDTA K;). O
EDTA é o anticoagulante de escolha para os tubos com o sangue para a obtengao do
hemograma, dado ser um agente quelante de catides divalentes, como o calcio. O calcio é um
elemento necessario para uma grande variedade de reagoes enzimaticas da cascata de
coagulagao, e a sua remogao previne a coagulagao do sangue no tubo. O EDTA também possui
a fundamental capacidade que preservar os componentes celulares e a morfologia das células

do sangue (Banfi, Salvagno & Lippi, 2007).

l. Eritrograma

Os eritrocitos (ou globulos vermelhos) sio pequenas células em forma de disco
biconcavo, que nao possuem nucleo e tém uma duragao média de vida de cerca de 120 dias.
Os eritrocitos tém a importante e constante fungao de fornecer oxigénio aos tecidos, e de
remover o diéxido de carbono gerado metabolicamente nestes, razao pela qual os eritrocitos
terem de ser pequenos, viscoelasticos e resilientes, a fim de poderem passar pelo pequeno
calibre dos capilares. Estes também possuem a importante carateristica de possuirem uma
area de superficie relativamente grande, de forma a facilitar as trocas gasosas (Dixon, 1997).

O eritrograma é a secgao do hemograma que integra os parametros que permitem
quantificar e caraterizar os eritrécitos. Estes parametros sao a contagem de eritrocitos (RBC,
do inglés Red Blood Cells), a concentragao de hemoglobina (Hb), o hematocrito (HCT) e os
indices eritrocitarios, isto &, o volume globular médio (VGM), a hemoglobina globular média
(HGM), a concentragao de hemoglobina globular média (CHGM), e o parametro que da
indicagao da distribuicao do didmetro dos eritrocitos (RDW, do inglés Red Cell Distribution
Witdth). Ocasionalmente, também é solicitada a contagem dos reticulécitos.

A contagem dos eritrocitos é determinada no equipamento pelo método de
impedancia elétrica. O principio deste método consiste na dete¢ao e medicio de mudangas
que ocorrem na resisténcia elétrica conforme as células atravessam um orificio entre dois
elétrodos. A resisténcia elétrica entre dois elétrodos, ou impedancia na corrente, ocorre
quando a célula, ma condutora de energia elétrica, passa pelo orificio, o que leva a formagao
de pulsos elétricos. O nimero de pulsos é proporcional ao niumero de células contadas, e a
altura do pulso é proporcional ao volume da célula, o que permite discriminar e contar células

especificas que passem pelo orificio. A passagem individual de células é garantida pela focagem
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hidrodinamica do fluxo de amostra. A amostra ¢ injetada no seio de uma solugao salina, sendo
que a diferenca de velocidade entre os dois fluidos faz com que o fluxo se processe em regime
laminar, isto é, que haja a passagem célula a célula (Keohane, Smith & Walenga, 2016; Silva, et
al., 2004).

A hemoglobina representa 95% do conteudo citoplasmatico dos eritrocitos. Esta é
eficientemente transportada pelo organismo nos eritrocitos, o que permite conferir protegao
a hemoglobina contra a sua desnaturagao no plasma e eliminagao pelos rins. A hemoglobina é
entio o componente do eritrocito responsavel pela fungao de transportar o oxigénio aos
tecidos e transportar o dioxido de carbono dos tecidos para os pulmoes. A hemoglobina
também contribui para o equilibrio acido-base ao ligar e libertar ides de hidrogénio, e ainda
transporta o oxido nitrico, que é um regulador do ténus vascular (Keohane, Smith & Walenga,
2016).

A hemoglobina é uma proteina globular constituida dois pares de cadeias polipeptidicas
diferentes, e quatro grupos heme. Cada grupo heme encontra-se posicionado numa cavidade
perto da superficie da molécula de hemoglobina. O grupo heme consiste num anel constituido
por atomos de carbono, hidrogénio, azoto, e por um iao de ferro no centro. Para que ocorra
a ligacao reversivel de oxigénio a hemoglobina é necessario que o iao ferro esteja no estado
ferroso (Fe*) (Keohane, Smith & Walenga, 2016).

A determinagao da concentracio da hemoglobina é feita pelo método SLS-
Hemoglobina. Este consiste na adi¢ao do surfactante SLS, o qual provoca a lise dos eritrocitos,
e consequente libertagao da hemoglobina. Por sua vez, o SLS com a sua atividade oxidativa
converte o ferro da hemoglobina, que se encontra no estado ferroso para o estado férrico,
formando-se assim a meta-hemoglobina. Esta reacao induz a formagao de um complexo entre
o surfactante e a meta-hemoglobina, o qual produz uma curva de absor¢ao carateristica obtida
recorrendo a espetrofotometria (Oshiro, Takenaka, & Maeda, 1982; Billett, 1990).

Outro importante parametro que também integra o eritrograma é o hematocrito. Este
corresponde a percentagem de volume total de eritrocitos relativo ao volume de sangue total.
O valor do hematoécrito no equipamento automatizado resulta das alturas dos pulsos
cumulativos de todos os eritrocitos detetadas por impedancia elétrica (Gay-George & Parker,
2003; Keohane, Smith & Walenga, 2016).

A contagem de eritrécitos, a concentracio de hemoglobina e o hematécrito sao
parametros que estao intimamente relacionados, pelo que alteragées em um dos parametros
sao habitualmente acompanhadas por alteracoes nos outros. Razao pela qual, valores
superiores ou inferiores aos valores de referéncia de cada um destes parametros, devem ser

avaliados em conjunto (Gay-George & Parker, 2003).
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Valores de eritrécitos superiores aos de referéncia podem ser descritos como
eritrocitose ou como policitemia. A eritrocitose é um termo mais preciso na descricao de um
valor de eritrocitos elevados. Ja a policitemia refere-se mais especificamente a um grupo de
patologias que podem ser primarias ou secundarias. A causa primaria, a policitemia vera,
consiste numa doenga mieloproliferativa relativamente rara da médula éssea que envolve a
producao excessiva dos precursores dos eritrécitos. Ja a causa secundaria consiste num
mecanismo fisiologico compensatério observado em situagoes de diminuicao dos niveis de
oxigénio, por consequéncia de malformagoes cardiovasculares, insuficiéncia cardiaca
congestiva, entre outras. A desidratagio também é uma causa para um relativo aumento dos
valores de eritrocitos, Hb e HCT, em resultado de uma diminui¢ao no volume do plasma.
Outras causas para valores superiores sio o exercicio excessivo, ansiedade, dor, e certos
farmacos, como a gentamicina, bem como tumores renais ou hepaticos (Gay-George & Parker,
2003).

Valores de eritrocitos, Hb e HCT inferiores aos de referéncia estio associados a
hemodiluicao ou anemia. Hemodiluicao ocorre em resultado do aumento volume de plasma,
em consequéncia de terapia com fluidos. A anemia é definida como uma diminui¢ao no
conteldo de hemoglobina no sangue, o qual pode ser causado por uma diminui¢ao nos valores
dos eritrocitos, hemoglobina e HCT para valores inferiores aos dos intervalos de referéncia
(Gay-George & Parker, 2003; Keohane, Smith & Walenga, 2016).

Os indices eritrocitarios sao valores calculados, usados para definir o tamanho dos
eritrocitos, quantidade e concentragao de hemoglobina no eritrécito. Estes valores siao
fundamentalmente usados para classificar os diferentes tipos de anemias. No Anexo VIII
encontram-se os parametros referentes aos indices eritrocitarios, isto é o VGM, a HGM, a
CHGM, e o RDWV, e os respetivos calculos, e descricao dos respetivos significados clinicos.

A contagem de reticulocitos € um parametro que é ocasionalmente solicitado. Os
reticulécitos sao os precursores dos eritrocitos. Estes representam os eritrécitos imaturos
na corrente sanguinea. O reticulécito ainda contém acido ribonucleico (RNA) no citoplasma.
Normalmente, o reticulécito permanece 2 dias na médula éssea e | dia na corrente sanguinea,
antes de se desenvolver num eritrécito maduro. A contagem de reticulocitos é usada para
avaliar a atividade eritropoética da medula o6ssea. A contagem de reticulocitos é
particularmente util na diferenciagdo entre anemias causadas por falha na médula 6ssea, de
anemias causadas por perda ou destruicio excessiva (Dixon, 1997; Keohane, Smith &
Walenga, 2016).

A contagem de reticuldcitos no analisador Sysmex XN-550 é determinada por

citometria de fluxo, recorrendo ao uso de um corante fluorescente, a polimetina. Este
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consegue-se ligar ao RNA citoplasmatico permitindo a contagem dos reticulocitos através da
medicao da intensidade do sinal. A intensidade do sinal é diretamente proporcional a
quantidade de acido nucleico presente. Usando a emissao de luz dispersa frontalmente e o
sinal de fluorescéncia, os reticulocitos conseguem ser distinguidos dos eritrocitos maduros.
Além do mais, de acordo com a intensidade de fluorescéncia, os reticulécitos podem ser
fracionados em 3 populagoes distintas, representando os diferentes estados de maturidade:
reticulécitos de baixa fluorescéncia (LFR), reticulocitos de média fluorescéncia (MFR) e
reticulécitos de alta fluorescéncia (HFR). Estas categorias de diferentes populagoes, permitem
ainda a obten¢ao de mais um indicador, o da fragao de reticulocitos imaturos (IRF), calculado
pela soma dos MFR e dos HFR, e sendo referido como um indicador da eritropoiese

(Buttarelo, et al., 2004; Huh, Moon, & Chung, 2007).

2. Leucograma

Os leucocitos sao derivados, tanto de células progenitoras mieloides como das
linfoides. Os basdfilos, eosindfilos, neutrofilos e monocitos provém da linhagem mieloide. Os
trés primeiros também sao referidos como granulocitos, devido a presenca de granulos
citoplasmaticos distintos. Os linfocitos T, linfocitos B e células Natural Killer provém da
linhagem linfoide. Os leucécitos possuem maiores dimensoes que os eritrocitos, e sua fungao
consiste em defender o organismo contra substancias estranhas e microrganismos. Cada tipo
de leucocito possui um papel Gnico na defesa do organismo, o que se encontra refletido pelas
distintas estruturas celulares e no seu diverso arsenal de substancias quimicas (Dixon, 1997).

No Anexo IX encontram-se descritas as principais carateristicas e fungoes gerais das
diferentes populagoes de leucécitos.

No Sysmex XN-550 o método por de tras da obtengdo do leucograma, consiste numa reagao
citoquimica das células seguida de analise por citometria de fluxo. Numa primeira instincia é adicionado
o agente de lise, o reagente Lysercel™WDF (Sysmex Corporation, Kobe, Japao), que perfura a
membrana celular, permitindo a entrada do corante fluorescente, a polimetina. Este corante liga-se aos
acidos nucleicos e as proteinas bioreativas nos organelos citoplasmaticos. O efeito da composicao
destes dois reagentes sobre as células ¢ ligeiro, permitindo que quase todas as estruturas das células
se mantenham intactas. Posteriormente, a amostra é analisada pela citometria de fluxo, na qual as
células ao passarem diante de uma fonte de luz laser ocorre a dispersao de luz em diferentes angulos,
que fornece diferentes informagoes. A luz dispersa frontalmente da informagao relativa ao tamanho da
célula. A luz dispersa lateralmente da informagao relativa a estrutura interna da célula, isto é, da
informacao relativa a sua granularidade citoplasmatica. E ainda, a intensidade de fluorescéncia emitida

gracas ao fluoréforo utilizado, fornece indicagao relativa ao teor em acidos nucleicos. Este analisador
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automatizado ainda fornece a possibilidade de identificar e quantificar a presenga de granulocitos
imaturos (promielécitos, mieldcitos e metamieldcitos) no sangue periférico (Briggs, et al, 2007;

Maenhout & Marcellis, 2014).
3. Plaquetograma

As plaquetas sao fragmentos do citoplasma dos megacariécitos. As plaquetas sao
células anucleadas, que contém granulos, e sao as células com menores dimensoes que se
encontram no sangue periférico. Estas células tém um papel fundamental na hemostase
(George-Gay & Parker,2003; Keohane, Smith & Walenga, 2016).

No plaquetograma, tipicamente, é obtida a contagem de plaquetas (expressa em
numero de células por litro de sangue), mas também pode ser obtido o volume plaquetario
médio (VPM), a dispersao do volume plaquetar (PDVV, do inglés Platelet Distribution Width) e
o plaquetoécrito (PCT). O PCT (expresso em %) representa o volume ocupado pelas plaquetas
no volume de sangue total, e é analogo ao HCT. O PDW (expresso em flL) traduz o indice de
variagdo no tamanho das plaquetas, ou seja, traduz a heterogeneidade do volume das
plaquetas. O VPM (expresso em fL) representa o volume médio de cada plaqueta e é calculado,
a partir do PCT e da contagem de plaquetas. No Sysmex XN-550 a contagem de plaquetas é
feita pela mesma metodologia que a contagem de eritrécitos, ou seja, por impedancia elétrica.
O estabelecimento de limites inferiores e limites superiores, permite a discriminagao entre as

plaquetas e os eritrocitos (Keohane, Smith & Walenga, 2016).

C. Esfregaco de Sangue Periférico

O esfregaco de sangue periférico é realizado sempre que seja requisitado, ou sempre
que haja alteragdes nos valores obtidos pelos analisadores automaticos. Neste dltimo caso, é
particularmente tido em considerac¢ao o historial e a situagao clinica do utente para suportar
a sua concretizacao. No esfregaco é realizado a contagem e avaliagio morfoldgica dos
eritrocitos, leucécitos e das plaquetas (Keohane, Smith & Walenga, 2016).

No LACSM os esfregacos sao preparados manualmente (Anexo X), a partir de
amostras de sangue total em tubos com EDTA. Apos a secagem do esfregaco este é corado
pelo kit Hemacolor®Rapid color of blood smear (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), que se
baseia no método de Pappenheim. Nesta coloragao é usado um corante basico, o Azure B, e
um corante acido, a eosina. O corante basico (corante cationico) confere uma cor azul a azul-
violeta ao nucleo, devido a sua ligagao com os grupos fosfato dos acidos nucleicos. Essa cor

também ¢é conferida as nucleoproteinas, aos granulos dos basdfilos, e levemente aos granulos
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dos neutrdfilos, e as plaquetas. Ja o corante 4cido (corante anionico) confere uma coloragao
laranja ou vermelha a hemoglobina e aos granulos dos eosindfilos. Este corante também se liga
as proteinas catidnicas do nucleo, contribuindo para a coloragao do mesmo (Bain, 2006).

Apos preparagao do esfregaco efetua-se a observagao ao microscopico optico
comecgando por observar com a objetiva de 10x, depois com a de 40x, e por fim na de 100x
e com 6leo de imersao. Na observagao com objetiva de 10x, avalia-se a qualidade do esfregaco
de sangue, a qualidade da coloragao, e avalia-se a distribuicao das células. Com esta objetiva é
possivel observar a presenca de eritrécito em rouleaux, agregados de eritrocitos, a presenga
de células anormalmente grandes, como os blastos, a presenga de linfécitos reativos, e até
mesmo a presenca de parasitas. De seguida, com a objetiva de x40 é selecionada a area mais
correta para a avaliagao da morfologia celular, e para a realizagao da contagem diferencial dos
leucocitos. A area mais correta para a realizagdo da contagem diferencial de leucocitos
consiste numa area com uma boa separacao de eritrocitos e com uma sobreposicao minima
dos mesmos. Por fim, com a objetiva de 100x com 6leo de imersao é realizada a contagem
diferencial de leucécitos, e é avaliada a morfologia dos eritrécitos, leucocitos e plaquetas. A
contagem diferencial de leucocitos, normalmente, consiste na contagem e qualificagao de 100
leucocitos, de forma a obter as percentagens dos diferentes leucocitos (Keohane, Smith &
Walenga, 2016).

Segunda a Norma n. °063/2011 da DGS (201 1), sao consideradas esfregacos com
alteragoes patologicas, os estudos morfolédgicos do sangue periférico que apresentem a nivel
morfologico alterages dos eritrocitos e das plaquetas, sejam visualizados corpos de Dohle,
granulagoes téxicas ou vaclolos, e que se observe a presenca de células blasticas,

metamielocito, mieldcitos, promieldcitos, linfécitos atipicos, eritroblastos e/ou plasmocitos.

l. Avaliagao da Série Eritrécitaria

Na avaliagado da morfologia dos eritrécitos existem cinco aspetos importantes a ter em
consideragao: a cor, o tamanho, a forma, a distribuigao, e a presenga de inclusées (Ford, 201 3).

O eritrocito, ao ser observado ao microscopio 6ptico, tem uma forma circular com uma area
central com palidez, devido a sua forma biconcava (Figura 8). Esta area central mais palida,
normalmente, representa cerca de um tergo do seu diametro. Quando a palidez passa a ocupar uma
area maior do que um tergo do seu diametro, diz-se que o eritrocito se encontra hipocromico (Figura
9). A principal causa para a presenga de eritrécitos hipocromicos € uma baixa concentragao de
hemoglobina. Esta pode resultar de uma sintese inadequada de hemoglobina, que pode advir de uma
falha na sintese de heme, sendo a anemia por deficiéncia em ferro a causa mais comum, mas também

pode surgir na anemia sideroblastica e na inflamagao cronica. Outra possivel causa para a baixa
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concentragao de hemoglobina pode resultar de falha na sintese de globina, como observado nas

talassemias (Bain, et al., 2017).
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(Adaptado de Bain, et al,, 2017).

Os eritrocitos também podem ser descritos como sendo hipercréomicos. A utilizagao
deste termo na descricao de um eritrocito observado num esfregagco nao é tao comumente
utilizada. Esta descrigao é feita quando nao é observada a presenga de uma area central palida
e o eritrocito apresenta-se com uma coloragao mais escura. A presenga de hipocromia esta
associada a duas circunstancias, a presen¢a de macrocitos na anemia megaloblastica, ou a
presenga de eritrécitos anormalmente esféricos, que podem ser esferocitos, ou eritrécitos
irregularmente contraidos (Bain, 2006; Bain, et al., 2017).

Um outro termo utilizado para descrever os eritrocitos quanto a sua coloragao é a
policromasia (Figura 10). Este serve para descrever uma variabilidade na coloragao dos
eritrocitos. Esta variabilidade é resultado da presenca de eritrocitos mais imaturos, os
reticulocitos, que podem ser libertados da médula 6ssea e surgir no sangue periférico em

condigoes onde ha um persistente ou provisorio stress hematopoiético (Bain, 2006).

Figura 10 - Eritrécito policromatico e macrocitico (indicado pela seta) (Adaptado de Ciesla, 2018).
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Quanto a avaliagao do tamanho de um eritrocito, este pode ser designado como sendo
normocitico, macrocitico (Figura 11A) ou microcitico (Figura 11B). O eritrocito em
condi¢cbes normais apresenta um tamanho aproximado ao do nucleo de um linfocito, e
designa-se como normocitico. Macrocitose é o termo utilizado para descrever um aumento
no diametro dos eritrocitos. A macrocitose é uma condigao fisioldgica nos recém-nascidos, ja
nos adultos encontra-se associada a anemias megaloblasticas, anemias aplasicas, e em algumas
hepatopatias. Por sua vez, a microcitose descreve eritrocitos com uma diminui¢ao no seu
diametro, e resulta de defeitos na formagao da hemoglobina. A microcitose é carateristica da
anemia por deficiéncia em ferro, de varios tipos de talassémias, e em casos severos de anemia
da doenca croénica. Quando no esfregaco é observado uma heterogeneidade no tamanho dos

eritrocitos, tal é designado por anisocitose (Bain, et al., 2017).
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Figura |l - Esfregacos de sangue com macrocitose (A) e microcitose (B). Eritrocito macrocitico (A) e
microcitico (B) indicados pela seta (Adaptado de Bain, 2016. (A), e de Bain, et al,, 2017 (B)).

Além de alteragdes na cor e no tamanho dos eritrécitos também pode ocorrer
alteragoes na sua forma, o qual é designado como poiquilocitose. A poiquiloicitose pode advir
tanto de uma anormal eritropoiese, como pode advir de alteragdes provocadas apos a sua
formacao. Estas alteragdes na forma podem ser resultado de uma alteragao intrinseca do
eritrocito, como no caso de uma hemoglobinopatia, de um defeito na membrana, ou de um
defeito enzimatico que pode resultar num eritrocito mais propenso a uma alteragao na sua
forma. A poiquilocitose também pode resultar de fatores extrinsecos, tais como quando
provocadas por drogas, quimicos, toxinas ou pelo calor. As diferentes formas observadas sao
sugestivas de diferentes fatores etiologicos (Keohane, Smith & Walenga, 2016).

Os achados mais comuns na rotina laboratorial de eritrocitos com diferentes formas
sdo os acantocitos, as células em alvo, os dacriécitos, os depranocitos, os eliptécitos, os

esferocitos, os esquizocitos, os equinécitos e os estomatocitos. No Anexo Xl encontram-se
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as respetivas carateristicas e associagoes clinicas destes eritrocitos com diferentes
morfologias.

Nos eritrocitos também é possivel a observagao de inclusoes, tais como, ponteado
basofilo, corpos de Holly-Jowell, corpos de Heinz, corpos de Pappenheimer, parasitas entre
outros. No ponteado baséfilo, o eritrocito apresenta-se com granulos finos azulados
distribuidos pelo citoplasma, e estes resultam de RNA precipitado. Os corpos de Holly-Jowell
sao fragmentos de DNA, e os eritrocitos apresentam um granulo ou multiplos granulos azuis
a purpura escura. Ja os corpos de Heinz sao inclusdes, que resultam de hemoglobina
desnaturada, e apresentam-se como um granulo redondo ligado a membrana do eritrocito.
Este so é visivel com a utilizagdo da coloragao com azul metileno de novo. Ja os corpos de
Pappenheimer (ou siderocitos) sao pequenos granulos irregulares de ferro, que geralmente
ficam corados de azul-claro a escuro e encontram-se na periferia do eritrécito (Keohane,
Smith & Walenga, 2016).

No esfregaco de sangue periférico também é possivel observar aglutinagao eritrocitaria
e a formagao de rouleaux eritrocitario. No rouleaux eritrocitario (Figura 12) os eritrocitos
agregam-se em padroes lineares, aparentando-se como um empilhamento de eritrécitos. Esta
pode dever-se a ma preparagao do esfregaco ou a observacio do esfregaco numa zona demasiado
espessa. Quando a formagao de rouleaux eritrocitario esta realmente presente, esta ocorre devido a
perda da carga negativa dos eritrocitos, por aumento da presenca de proteinas plasmaticas. O reouleaux
eritrocitario esta frequentemente associado a condigoes clinicas como o mieloma multiplo, infegoes
cronicas e agudas, e em hepatopatias. Por sua vez, na aglutinagao eritrocitaria (Figura 13), esta resulta
da presenca de autoanticorpos do tipo IgM, os quais a temperaturas inferiores a 37°C, se ligam aos
antigénios dos eritrécitos provocando a sua aglutinagao. Quando esta aglutinagdo é observada as

amostras sao incubadas a 37°C, durante 30 minutos, a fim de se obterem resultados laboratoriais

veridicos (Abramson, 2006; Gupta, 2014).

o ?.

Figura 12 - Esfregaco de sangue periférico com Figura 13 - Esfregaco de sangue periférico com
rouleaux eritrocitario (Bain, et al. 2017). aglutinagao Eritrocitaria (Bain, et al., 2017).
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2. Avaliagiao da Série Leucocitaria

Alteragoes nos leucécitos podem ser classificadas como quantitativas ou qualitativas.
Nas quantitativas os valores dos leucocitos nao se encontram dentro dos intervalos de
referéncia. Ja as alteragdes qualitativas ocorrem quando os leucocitos apresentam aparéncias
fora do comum, ou quando células imaturas sao encontradas na circulagao (Blumenreich,
1990).

Na contagem de leucécitos, quando estes apresentam valores superiores aos de
referéncia tal é designado de leucocitose. A leucocitose pode indicar a presenga de infegao,
inflamagao de tecido, ou necrose de tecido associadas a condigdes como enfarte agudo do
miocardio, queimaduras, gangrena, leucemia, exposicao a radiagao, exposi¢ao a extremos de
frio ou calor, ou linfoma, por exemplo. Ja quando os valores se encontram inferiores aos do
intervalo de referéncia estamos perante uma leucopenia. Esta resulta de uma diminui¢ao na
producao total dos leucocitos na medula 6ssea ou um aumento da destrui¢ao dos leucocitos.
Os valores de leucocitos habitualmente diminuem em individuos apos serem submetidos a
radioterapia ou quimioterapia. Tanto na presenca de leucocitose como leucopenia, a
interpretacao deve ser realizada em conjunto com os resultados da contagem diferencial para
uma melhor discriminagao das causas (Gay-George & Parker, 2003).

Na Tabela 2 encontram-se as alteragcoes dos nimeros dos leucocitos e possiveis

significados clinicos.

Tabela 2 - Alteragoes numéricas dos leucocitos e possiveis significados clinicos (Adaptado de Gay-George &
Parker, 2003; Keohane, Smith & Walenga, 2016).

Tipo de Alteracdo
Significado Clinico
Leucocito Numérica
Infecao aguda; inflamagao; doengas mieloproliferativas;
Neutrofilia ?
obesidade; tabagismo; queimaduras; gravidez; hemorragia.
Neutrofilo Infegdo prolongada; farmacos (certos antimicrobianos,

Neutropenia ¢ anti-inflamatérios, certos analgésicos, antidepressivos,
anticonvulsivos, entre outros), doengas autoimunes.

. . Alergias; parasitoses; doenc¢as autoimunes.
Eosinofilia ? glas; p ’ ¢

Eosinofilo . , . . -
Raro, dado a quantidade destes leucocitos na circulagao
Eosinopenia ¢
periférica ja ser normalmente baixa.
Leucemia mieldide cronica; alergias; infegoes cronicas;
Basofilo Basofilia ﬁ

hipotiroidismo.
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Tabela 2 (Continuacdo) - AlteragSes numéricas dos leucdcitos e possiveis significados clinicos (Adaptado
de Gay-George & Parker, 2003; Keohane, Smith & Walenga, 2016).

: Raro, dado a quantidade destes leucécitos na circulagao
Basopenia ¢
periférica ja ser normalmente baixa.

. . Infe¢oes virais agudas; leucemia linfocitica cronica.
Linfocitose ?

Linfocit
fniocite Infegao pelo Virus da imunodeficiéncia Humana (HIV) e no
Linfopenia ¢
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA).
nfecoes cronicas; linfoma de Hodgkin e nao-Hodgkin;
Monocitose T
Monécito lGpus eritematoso sistémico; Artrite reumatoide.

Monocitopenia ¢ Corticosteroides; aplasia medular; Tricoleucemia.

A neutrofilia pode ser devida a um aumento de neutrofilos segmentados ou
hipersegmentados (com mais de 5 lobos), o que é considerado um “desvio a direita”, ou com
um aumento de neutrofilos em bastido, o que é considerado um ‘“desvio a esquerda”. Estas
observagoes sao Uteis para a identificagao da causa desta leucocitose. Um “desvio a direita” é
observado em condi¢oes, como queimaduras, artrite, hemorragia, e na anemia megaloblastica.
Ja um “desvio a esquerda” é, geralmente, observado quando ha uma infe¢ao bacteriana (Gay-
George & Parker, 2003).

Algumas alteragcoes morfolédgicas podem ser observadas nos neutrdfilos, tais como,
neutroéfilos com granulagdes toxicas, neutréfilos com vaculolos, e neutréfilos com corpos de
Dohle. Os neutrofilos com granulagdes toxicas aparecem durante processos infeciosos e
representam, provavelmente, vactolos fagociticos. A presenca de vactolos nos neutrofilos é
indicativa de sépsis, e quando em conjunto com granulagoes toxicas pode ser resultado de
uma intoxicagao por alcool ou insuficiéncias hepaticas agudas. Ja os corpos de Dohle sao
estruturas pequenas, redondas ou oOvais, azuis palidas, usualmente encontradas na periferia
dos neutrofilos. Os corpos de Dohle consistem em ribossomas e reticulo endoplasmatico, e
sao observados em infegoes bacterianas, reagoes leucemoides, e lesdes nos tecidos, como no
caso de queimaduras (Blumenreich, 1990; Bain, et al., 2017).

Também podem ser observadas outras alteragdes nos polimorfonucleares, como é o
caso da anomalia de May-Hegglin ou na anomalia de Pelger-Huét. A anamolia de May-Hegglin
€ caraterizada pela presenca de corpos de inclusio largos no citoplasma dos

polimorfonucleares, e é acompanhada de trombocitopenia e da presenca de plaquetas
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gigantes. Ja na anomalia de Pelger-Huét o nucleo dos polimorfonucleares apresenta 2 lobos
ligados por uma fina cromatina (Blumenreich, 1990).

Nos linfocitos também é possivel observar alteragoes morfoldgicas, que ocorrem
quando ha infecoes bacterianas e infe¢oes virais. O linfécito reativo é a alteragio mais
comumente observada. Estes possuem um nucleo ligeiramente maior e possuem um
citoplasma abundante e irregular, e sio comumente encontrados na mononucleose infeciosa

(Bain, et al., 2017).

3. Avaliacao da Série Plaquetaria

Alteragdes no numero de plaquetas e na morfologia das plaquetas fornecem
informagoes importantes relativas a determinados processos patolégicos. A trombocitose,
isto &, o aumento do numero de plaquetas, pode ser observado como uma resposta fisioldgica
ao stress fisico, infegao, inflamagao e em perdas cronicas de sangue. Em casos mais extremos,
pode estar associada a doengas mieloproliferativas. Ja a diminuicao do nimero de plaquetas, a
trombocitopenia, € uma alteragio comumente detetada no laboratorio, e deve ser sempre
verificado se € uma verdadeira trombocitopenia, ou se é uma pseudotrombocitopenia. Na
pseudotrombocitopenia observam-se frequentemente agregados plaquetarios (Figura 14),
mas também pode-se observar o satelitismo plaquetario (Figura 15). Estes fendmenos
resultam de reagoes induzidas pelo ETDA. Os agregados plaquetarios resultam da presenga
de autoanticorpos no plasma contra a glicoproteina llb-llla que se encontra na superficie das
plaquetas, o que consequentemente provoca a agregagao plaquetar. Por sua vez, o satelitismo
plaquetario consiste na observagao de plaquetas aderidas aos neutréfilos. Este fenémeno
resulta da presenca de antigenios presentes na glicoproteina lIb-llla das plaquetas, que reagem
simultaneamente com o recetor CDI6 dos neutrofilos, resultando no satelitismo das
plaquetas aos neutrofilos. Quando confirmada a pseudotrombocitopenia deve ser pedida nova
colheita com um tubo com o anticoagulante de citrato de s6dio ou com um tubo designado

por ThromboExact S-Monovette®. Quando perante uma real trombocitopenia esta pode resultar

> e
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Figura 14 - Esfregaco de sangue

periférico com a presenca de um Figura 15 - Esfregaco de sangue
agregado plaquetar (indicado pela seta) periférico com satelitismo plaquetario
(Kim, et al., 2012). (Bain, et al, 2017).
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de infegoes por HIV, de quimioterapia, de presenca de autoanticorpos ou de alcoolismo (Bain,

et al,, 2017; Gay-George & Parker, 2003; Paul, et al., 2013).

As alteragoes morfologicas que podem ser observadas nas plaquetas sao relativas ao
seu tamanho e aos seus granulos, e estio associadas a certas condi¢oes clinicas. Plaquetas
gigantes sao observadas na Sindrome de Bernard-Soullier, e também sao observadas na
anomalia de May-Hegglin, como previamente referido. Ja no Sindrome das plaquetas cinzentas
observa-se, tal como o nome indica, a presenca de plaquetas cinzentas, devido a presenga de

menos granulos na sua constituicao (Bain, et al, 2017).

D. Velocidade de Sedimentacao dos Eritrécitos

A Velocidade de Sedimentagao (VS) dos Eritrocitos é solicitada em conjunto com
outros testes para detetar e monitorizar a evolugao de condi¢oes inflamatérias como, artrite
reumatoide, infegoes e certas doengas malignas. No entanto, o VS nao é um teste especifico
para doencas inflamatorias, e encontra-se elevado em muitas outras condigdes como no
mieloma multiplo, na anemia, e em situagoes fisioldgicas, como a gravidez e o envelhecimento.
Este teste devido a baixa especificidade e sensibilidade tem vindo a ser menos solicitado em
detrimento de outros testes, como a determinacdo da Proteina C reativa, que é uma
alternativa mais fiavel para monitorizar processos inflamatorios (Keohane, Smith & Walenga,
2016).

O principio deste teste consiste em permitir a sedimentagao dos eritrocitos no plasma
de uma amostra de sangue anticoagulado num tubo vertical, e a temperatura ambiente, durante
cerca de 60 minutos. O parametro é entido a distancia percorrida, em milimetros, pelos
eritrocitos sob a influéncia da gravidade, em 60 minutos. Os eritrocitos possuem na sua
superficie uma rede de carga negativa que os repele uns aos outros. As forcas de repulsao siao
parcialmente ou totalmente neutralizadas quando ha um aumento de proteinas plasmaticas de
carga positiva, como o fibrinogénio, B-globulinas e imunoglobulinas. Perante estas condi¢oes
os eritrocitos sedimentam mais rapidamente em resultado do empilhamento dos eritrocitos
(rouleaux), devido as alteragoes provocadas na superficie dos mesmos (Keohane, Smith &
Walenga, 2016).

No LACSM, a VS é determinada pelo analisador VES-MATIC CUBE 30 (DIESSE
Diagnostica Senese S.p.A., Siena, Italia), que se baseia no método de Westergren. Este analisador
agita as amostras, de forma a obter uma suspensao homogénea de eritrocitos antes de realizar

a analise. No analisador, a VS é determinada nos tubos com EDTA, através da leitura por um
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sensor oOptico-elétrico, com o qual é registada a diferenca da altura dos eritrocitos no tubo
antes e depois da sedimentagao, sendo que os resultados sao obtidos ao fim de 30 minutos.
Os resultados sao obtidos em menos tempo, devido ao posicionamento dos tubos a um angulo
de 18 graus em relacio a um eixo vertical, sendo que os valores sio posteriormente
extrapolados tendo o método Westergren como referéncia (Pieri, et al., 202 |; Keohane, Smith

& Walenga, 2016).

E. Hemostase

A hemostase é um processo fisiologico complexo com importantes e variadas fungoes.
Estas consistem em garantir a manuteng¢ao do sangue circulante num estado fluido no sistema
vascular, assim como num conjunto de mecanismos que, de modo integrado, contribuem para
rapidamente parar uma hemorragia, atuando localmente, e de modo autolimitado, de forma a
nao comprometer o normal fluxo sanguineo. Existem varios componentes fundamentais para
garantir o equilibrio destes mecanismos. Estes sao as células endoteliais que constituem a
parede do vaso, as plaquetas, os fatores de coagulagao, os inibidores de coagulagao e o sistema
fibrinolitico (Bain, et al., 2017; Keohane, Smith & Walenga, 2016).

Perante uma lesiao vascular, imediatamente ocorre a vasoconstri¢ao, a fim de reduzir
o fluxo sanguineo no local da lesao. Adicionalmente, o colagénio e o factor tecidular (TF)
entram em contacto com o fluxo sanguineo. O colagénio exposto estimula a acumulagao e
ativagao das plaquetas no local da lesao, com consequente adesao e agregagao das mesmas.
Enquanto isso, a cascata de coagulagao (Figura 16) inicia-se pela interagao do TF com o fator
VIl. O complexo TF-fator VIl ativo (Vlla), ativa tanto o factor IX como o factor X. Na via
extrinseca o factor X ativo (Xa) forma pequenas quantidades de trombina, a partir da
protrombina, o que nao é suficiente para iniciar uma polimerizagao significativa de fibrina. A
producao de trombina agora é dependente da via “intrinseca”. Nesta os fatores VIl e V sao
ativados pelas pequenas quantidades de trombina gerada durante a iniciagao. A via “intrinseca”
é uma fase de amplificagdo, na qual o complexo IXa-Vllla na presenca de calcio ativa
quantidades suficientes de factor Xa, que em combinagao com o fator Va, com fosfolipidos e
com calcio, forma o complexo protrombinase, o que resulta numa grande produgao de
trombina. A trombina, por sua vez, hidrolisa o fibrinogénio, libertando fibrinopeptideos A e B,
formando mondémeros de fibrina. Estes monomeros espontaneamente ligam-se através de
pontes de hidrogénio formando um polimero de fibrina solavel. O factor Xlll, ao ser ativado
pela trombina estabiliza os polimeros de fibrina, resultando num coagulo de fibrina de insoluvel

(Zaidi & Green, 2019; Hoffbrand & Moss, 2016).
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Apos a hemostase, é necessario entao ocorrer a dissolugao do coagulo e restauragao
do fluxo sanguineo. Este processo de dissolugao do coagulo é designado de fibrindlise. A
fibrindlise é ativada igualmente pela lesao vascular, e requer a conversao do plasminogénio em
plasmina, que por sua vez hidrolisa a fibrina. Na sequéncia da fibrindlise, forma-se os
fragmentos soluveis de fibrina que sao posteriormente eliminados do organismo (Zaidi &

Green, 2019).

Lesao Vascular Contacto

l
m

Via | —» m |
:

Protrombina Il

| Polimero de fibrina I | Fibrinopeptidios A+B I

VOl AT — >

Fibrina solavel

Figura 16 - Cascata de coagulacdo in vivo é iniciada pelo Fator Tecidular (TF). Quando o plasma entra em
contacto com o TF, o factor VIl liga-se. Este complexo TF-VII ativado (Vlla) ativa o factor X e o XI. A formagao
de trombina a partir de protrombina pela agio do complexo Xa-Va leva a formagao de fibrina. A trombina
também ativa os fatore XI, VI, V e XIlI (linha a tracejado). A separagao entre o fator VIl e a sua proteina
transportadora, o fator Von Wilebrand (VWF), pela trombina, resulta num aumento acentuado da formagao
do complexo Vllla-IXa e do complexo Xa-Va. A hidrolise do fibrinogénio pela agao da trombina resulta na
formacao de fibrina, que origina codgulo de fibrina sollveis. Adaptado de: Hoffbrand & Moss, 201 6.

l. Testes de screening da coagulagao

Os testes de screening de coagulagao permitem avaliar a via extrinseca e a via intrinseca
da coagulagao, assim como a conversao de fibrinogénio em fibrina (Hoffbrand & Moss, 2016).
Para a realizagao do screening de coagulagao usa-se o plasma obtido a partir de sangue
total colhido para o tubo com citrato de sédio. Outros anticoagulantes como o EDTA e a
heparina inibem diretamente o processo de coagulagao e interferem com as determinagoes
finais. Ja o uso de citrato de sédio como anticoagulante tem o beneficio adicional de que com

o uso deste o cilcio € mais rapidamente neutralizado. Posteriormente, no momento da
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realizacao dos testes, ao adicionar cilcio o seu efeito anticoagulante é facilmente revertido
(Bain, et al., 2017).

No LACSM a avaliagao do Tempo de Protrombina (TP), Tempo de Tromboplastina
Parcial Ativada (aPTT) e fibrinogénio é realizado nos analisadores automatizados Sysmex CA-
540 e Sysmex CA-660 (Sysmex Corporation, Kobe, Japao). Estes equipamentos sao utilizados em
dias alternados, mas é sempre realizada a manutengao e o controlo diario de ambos. Estes
equipamentos tém por base o método de turbidimetria, baseado na dete¢ao foto-optica do
coagulo. O aumento da turvagao durante a formagao do coagulo de fibrina é entio medido
como um aumento na intensidade de luz dispersa quando a amostra é exposta a uma luz com

um comprimento de onda de 660 nm (Bain, et al., 2017).

a) Tempo de Protrombina

O TP avalia a integridade da via extrinseca (factor VIl) e da via comum (factor Il, V, X
e fibrinogénio). O TP consiste no tempo que leva a formagao de um coagulo no plasma, apos
a adicao de cilcio e de tromboplastina tecidular. O TP é reportado na forma da Razao
Internacional Normalizada (INR), que consiste no quociente entre o TP do utente e o TP do
controlo, elevado ao indice de Sensibilidade Internacional (ISI) do reagente de tromboplastina
em uso. Assim, é possibilitado a que a monitorizagao da terapéutica seja concretizada de forma
coerente, dado diferentes laboratérios usarem diferentes reagentes (DelLoughery, 2019;
Marcucci, & Schoettker, 2015).

Quando o TP se encontra prolongado as condigdes clinicas mais comumente
associadas sao a deficiéncia da vitamina K, devido ao uso de wafarina, que é um anticoagulante
oral antagonista da vitamina k, ou pode ser devido a ingestao inadequada de vitamina K.
Também pode estar prolongado perante uma hepatopatia e na coagulagao intravascular

disseminada (Deloughery, 2019).

b) Tempo de Tromboplastina Ativada

O aPTT avalia a integridade da via intrinseca (factores VIII, IX; XI, XIl) e comum (I, V
e fibrinogénio). O tempo de coagulagao é medido apos a ativagiao de fatores de contacto, e
da adicao de cloreto de calcio e de fosfolipidos (Marcucci, & Schoettker, 2015).

Existem quatro condigdes clinicas a considerar quando o aPTT esta prolongado. Sao
estas: a deficiéncia de um ou mais factores da via intrinseca e/ou comum, como na hemofilia
A, em que ha deficiéncia do factor VIII, ou na Hemofilia B onde ha deficiéncia do factor X, ou

na doenga de Von Willebrand, em que ha um défice da proteina transportadora do factor VIII;
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a presenca de anticorpos antifosfolipido, o quais podem advir-se de uma doenga autoimune; a
inibicido de factores de coagulaciao, pois em certas condigoes clinicas ha a presenca de
anticorpos especificos contra certos factores, como no caso do fator VlII, ou entao podem
ser encontrados em doentes hemofilicos; e por fim, o uso de heparina ou outros
anticoagulantes pode resultar num aPTT prolongado (DelLoughery, 2019; Marcucci &

Schoettker, 2015).

) Fibrinogénio

A determinagao da concentragao de fibrinogénio é realizada tendo por base o principio
de Clauss. Neste uma elevada concentragao de trombina ¢ adicionada ao plasma diluido, sendo
que o tempo de coagulagio sera inversamente proporcional a concentragao de fibrinogénio
no plasma (Marcucci & Schoettker, 2015).

O fibrinogénio é uma proteina de fase aguda, e pode estar aumentada em fases inicias
de uma hepatopatia, ou diminuido em casos severos de hepatopatia, nos quais o figado produz
fibrinogénio em quantidades normais, mas encontra-se funcionalmente alterado, sendo esta

uma patologia designa-se por disfibrinogenemia (Keohane, Smith & Walenga, 2016).

XIll. Casos Clinicos

A. Caso Clinico |

Um rapaz de 9 anos deu entrada na urgéncia pediatrica com uma dor abdominal. Foi
analisado o sangue total, o soro, e foi realizada uma urocultura e uma coprocultura.

Na Tabela 3 encontram-se os resultados analiticos do sangue total e do soro.

Tabela 3 - Resultados laboratoriais obtidos.

Parametros Resultados Unidades Valor?s c!e
Referéncia
ERITROGRAMA
Eritrocitos 4,05 x10"%/L 4,00-5,90
Hb 08 J g/dL 13,5-17,5
HCT 332§ % 41,0-53,0
VGM 82 fL 80-100
HGM 27 Pg 26-34
CHGM 33 g/dL 32-36
RDW 12.9 % 11,6-14,0
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Tabela 3 (Continuagdo) - Resultados laboratoriais obtidos.

LEUCOGRAMA

Leucocitos 6,57 x10%/L 4.,0-10,00
Neutréfilos 352 (2,31) £ ,80-7,00

Eosinofilos 4,4 (0,29) % < 0,50

Basofilos 0,6 (0,04) % <0,10
Linfocitos 54,2 (3,56) % ,00-4,00
Monécitos 5,6 (0,37) % 0,20-1,00
Plaquetas 443 t x10°/L 150-400

Linfécitos Ativados, Pesquisa Negativo/a
BIOQUIMICA

Glucose 93 mg/dL 74-106

Ureia 33 mg/dL 19-49
Creatinina 0,53 mg/dL 0,70-1,30
Bilirrubina Total 0,33 mg/dL 0,30-1,20

Bilirrubina Conjugada 0,09 mg/dL <=0,30

Aspartato-?;\n;?rt;transferase 4 1 Ul <34

AIanina-A?:E-c;_t)ransferase % Ul 10-49
Lactato Desidrogenase (LDH) 462 1 Ui/ 208-378

Creatina Quinase (CK) 192 ¢ Ui/l 46-171

lonograma (Na, K, CI)

Sédio (Na) 140 mmol/L 132-146

Potassio (K) 4,4 mmol/L 3,5-5,5

Cloro (Cl) 106 mmol/L 99-109

Proteina C Reativa 0,2 mg/L <5.0

Adaptado do boletim clinico obtido no Laboratério de Andlises Clinicas SYNLAB Madeira

Os resultados analiticos revelaram que os valores da Hb e do HCT estavam abaixo dos
valores de referéncia. Esta diminuicao pode ser resultado de hemodiluicao, em consequéncia
de uma possivel terapia com fluidos. Ou pode ser resultado de uma anemia normocitica e
normocromica, dado os valores do VGM e do CHGM, respetivamente, estarem dentro dos
intervalos de referéncia. O pedido da contagem de reticulocitos e o estudo morfologico do
sangue periférico iriam ajudar no diagnéstico diferencial da etiologia da anemia normocitica
normocromica, a qual pode se tratar de uma anemia hemolitica, ou de uma anemia da doenga

cronica, entre outras (Keohane, Smith & Walenga, 2016).
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O valor das plaquetas esta acima dos valores de referéncia. Esta trombocitose pode
estar associada a presenga de uma infecao ou inflamagao que possa estar a resultar na dor
abdominal sentida pelo paciente.

A AST é uma enzima que se encontra em diversos tecidos como o coragao, figado,
musculo esquelético, eritrécitos, entre outros. Pelo que, o seu aumento relativo aos valores
de referéncia, sem estar associado com aumento nos valores da enzima ALT, apenas permite
inferir que nao ha lesao hepatocelular. O LDH é uma enzima citoplasmatica igualmente
inespecifica apresentando uma ampla distribuicao tecidular, sendo que o seu aumento apenas
é indicativo de lesao tecidular. Por ultimo, o valor da CK encontra-se acima dos valores de
referéncia. Esta enzima encontra-se presente no musculo esquelético, no cardiaco e no
cérebro, pelo que dado tratar-se de uma crianga este valor podera ser fisiologico, ou referente
a uma lesao muscular ou a excesso de exercicio fisico.

O exame sumario a urina nao revelou nenhuma alteragao, e o exame cultural a urina
foi negativo. Ja na coprocultura, observou-se o crescimento de colénias com um centro preto
no meio SS (Figura 17). Coldénias com um centro preto no meio SS € indicativo de um
microrganismo produtor de H,S, como é o caso de algumas estirpes de Salmonella. Estes
microrganismos formam colénias com um centro preto, devido a presenga da enzima
tiossulfato redutase na sua constituicao. Esta enzima ao reduzir o tiossulfato de sédio, presente
no meio, resulta na formagao de H,S. O H,S ao reagir com o iao férrico, presente no citrato
de ferro amoniacal, forma um precipitado negro, o sulfureto ferroso. De forma a obter a

correta identificagdo e o antibiograma recorreu-se ao VITEK®2 Compact, utilizando as cartas

GN e AST-N359.

Figura 17 - Coldnias com um centro preto no meio SS (Fotografia registada no LACSM).

Obteve-se a identificagao como sendo uma bactéria do género da Salmonella, pelo que
para confirmagao da identificagao e obtengao da serotipagem, um meio de cultura com colénia

pura foi enviado para o Laboratério de Andlises Clinicas SYNLAB em Lisboa e foi feita a
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notificagao ao INSA. Os antibioticos que foram validados, por se tratar de uma crianga, foram
a Amoxcilina e o Trimetroprim+Sulfametoxazol.

A identificacao final do agente etiologico foi a de Salmonella enterica serovar
Duessseldorf. O diagnéstico final foi uma gastroenterite aguda por infecao por Salmonella
enterica.

A maioria das estirpes de Salmonella sao sensiveis ao acido do estomago, pelo que
milhoes de bactérias tém que ser ingeridas para um numero suficiente sobreviver e ultrapassar
o estdémago, e por sua vez, colonizar os intestinos. As bactérias ao chegarem a parte terminal
do intestino delgado, ligam-se a recetores especificos na superficie das células epiteliais. O
contacto ativa o sistema de secrecao do tipo lll, o qual transfere proteinas efectoras para as
células epiteliais. As bactérias sao envolvidas pela célula por endocitose. Estas multiplicam-se
no fagossoma formado, provocando a morte da célula hospedeira e disseminando-se pelas
células vizinhas. Habitualmente, a infe¢ao mantém-se localizada as células intestinais. E a
resposta inflamatoria é a responsavel pela ocorréncia de diarreia e dores abdominais, algumas
das manifestagoes clinicas, frequentemente, observadas nestes quadros clinicos. Tal esta
associado a resposta inflamatéria na qual ocorre a produgao de prostaglandinas e a estimulagao
de adenilciclase, o que resulta na secregao de fluidos, causando a diarreia (Nester, Anderson,
& Roberts, 201 1). A patogénese da invasao por Salmonella pode justificar a elevagao de algumas
das enzimas celulares observadas nos resultados analiticos decorrentes da destruicao das

células epiteliais do intestino.

B. Caso Clinico 2

Um homem de 52 anos recorreu ao servi¢o de urgéncia do HPM, no dia 23 de abril de 2022
na sequéncia de um desmaio.

Na Tabela 4 encontram-se os resultados laboratoriais a admissao no servigo de urgéncia.

Tabela 4 - Resultados Laboratoriais a admissao no servigo de urgéncias.

Parametros Resultados Unidades Valores de Referéncia
ERITROGRAMA
Eritrocitos 3,45 l x10'%/L 4,50-5,90
Hb 6,4 l g/dL 13,5-17,5
HCT 224 l % 41,0-53,0
VGM 65 l fL 80-100
HGM 9 3 pg 26-34
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Tabela 4 (Continuagdo) - Resultados Laboratoriais a admissao no servigo de urgéncias.

CHGM 29 1 g/dL 32-36
RDW 18,9 ' % 11,6-14,0
LEUCOGRAMA
Leucocitos 6,89 x10%/L 4,00-10,00
Neutréfilos 6,9 (4,26) % 1,80-7,00
Eosinéfilos 0,9 (0,06) % <0.50
Baséfilos 0,7 (0,05) B <0,10
Linfocitos 24,7 (1,70) % 1,00-4,00
Monocitos 11,8 (0,81) % 0,20-1,00
Plaquetas 332 x10%/L 150-400
BIOQUIMICA
Glucose 97 mg/dL 74-106
Ureia 47 mg/dL 19-49
Bilirrubina Total 0,83 mg/dL 0.30-1.20
Bilirrubina Conjugada 0,22 mg/dL <=0.30
Creatinina 0,84 mg/dL 0,70-1,30
Colestrol da fraciao
o 68 mg/dL >40
Ferro Sérico 7 (] ug/dL 65-175
Ferritina 2,6 [ ug/L 22,0-322,0
AST 26 ul/l <34
ALT 21 ul/l 10-49
Fosfatase Alcalina 69 Ul 46-116
CK 108 ul/l 46-171
CK Fracdo MB (massa) <0,2 ng/mL <5,0
Nt-proBNP 44 pg/mL <125
Amilase 114 ul/L 30-118
lonograma (Na, K, CI)
Sédio (Na) 142 mmol/L 132-146
Potassio (K) 48 mmol/L 3,5-5,5
Cloro (Cl) 108 mmol/L 99-109
Magnésio (Mg) 22 mg/dL 1,3-2,7
Proteina C Reativa ol mg/L <5,0
Proteinas totais 7,1 g/dL 5,7-8,2
Albumina 4,4 g/dL 3,2-4,8

Adaptado do boletim clinico obtido no Laboratério de Andlises Clinicas



As andlises clinicas realizadas no contexto de urgéncia revelaram uma anemia
microcitica e hipocromica, uma vez que apresentava valores de hemoglobina, VGM e CHGM
inferiores aos valores de referéncia.

A anemia microcitica e hipocrémica é causada por condigdes que resultam numa
reduzida sintese de hemoglobina. Estas podem ser a deficiéncia de ferro, a anemia da doenca
cronica, a anemia sideroblastica e nas talassémias. A deficiéncia de ferro é a causa mais comum
da anemia microcitica e hipocrémica, na qual os valores do ferro sao insuficientes para manter
uma normal eritropoiese (Keohane, Smith, & Walenga, 2016).

Segundo Norma n. °030/2013 da DGS (2013), perante uma suspeita de deficiéncia de
ferro esta deve ser confirmada laboratorialmente com o hemograma (HCT, Hb, VGM, HGM,
CMHG, RDW), a contagem dos reticulécitos e parametros do metabolismo do ferro
[ST=ferro/CTFF, Ferritina]. Destes parametros, no dia de entrada no servico de urgéncia
foram todos solicitados, a excegao da contagem dos reticulécitos, do CTFF e do ST.

O utente foi internado, e os parametros requeridos nas analises realizadas durante o
periodo de internamento encontram-se na Tabela 5. Também estao os resultados do dia de
admissao das urgéncias, 23/04, para comparagao. Na requisicio das andlises ja havia o
comentario de que se tratava de uma anemia por deficiéncia em ferro em estudo. No dia
25/04 também foi solicitada a andlise sumaria da urina a qual nao acusou nenhuma alteragao,

nem presencga de elementos anormais.

Tabela 5 - Resultados Laboratoriais obtidos durante o periodo de internamento.

Parametros Resultados Unidades \Iialor?s d‘e
eferéncia
23/04 25/04  27/04 28/04 02/05
ERITROGRAMA
Eritrocitos M5y 3y Aoy 3Ty 395 xioPL 4,50-5,90
Hb 64§ 733 8l 76y 83}  gd 13,5-17.5
HCT 243 231y wo) By 289) % 41,0-53,0
VGM s § 67§ 68 o8 1]} fL 80-100
HGM 9§ 19 20§ 20§ 21} pg 26-34
CHGM 2% 3 23 2§ ) P gd 32-36
RDW 189 ¢ 2091 2211 224% 288¢ % 11,6-14,0
BIOQUIMICA
Ferro Sérico I | ¢ 92 1% pg/dL 65-175
Ferritina 26 3 88 467 ¢ ug/L 22,0-322,0
CTFF 365 pg/dL 250-425
ST 00 ¢ 6 ¢ % 20-50

Adaptado do boletim clinico obtido no Laboratério de Andlises Clinicas SYNLAB Madeira.
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No estudo da anemia por deficiéncia de ferro sao estudados os parametros do
metabolismo do ferro, a fim de a diferenciar das outras condi¢coes que estio na origem da
anemia microcitica e hipocromica. O ferro sérico é referente a quantidade de ferro ligada a
proteina transportadora, a transferrina, presente no soro. A CTFF mede indiretamente a
Transferrina e os locais de ligagao disponiveis para o ferro no plasma. A ST é calculada a partir
do ferro total e da CTFF. A ferritina é o melhor indicador da deficiéncia de ferro, e um baixo
valor de ferritina é indicativo de uma anemia por deficiéncia de ferro. O ferro é armazenado
intracelularmente como ferritina, e aquando da presenca de infecao, malignidades ou doenga
inflamatoria cronica, os valores de ferritina sobem, pois a ferritina € uma proteina de fase
aguda positiva (Bouris & Martin, 2018; Keohane, Smith, & Walenga, 2016).

A anemia por deficiéncia de ferro, tipicamente, apresenta-se com valores de ferro
sérico, ferritina e ST inferiores aos valores de referéncia, e com a CTFF superior aos valores
de referéncia. Neste caso clinico, o valor do ferro sérico esta diminuido o que permite excluir
entao a hipétese de se tratar de uma anemia sideroblastica ou de uma talassémia. Por sua vez,
o baixo valor de ferritina permite excluir a outra condi¢ao responsavel pela anemia microcitica
e hipocromica, que se trata da anemia da doencga crénica. Tendo em conta os resultados do
hemograma, e os parametros relativos ao metabolismo de ferro confirma-se entio o
diagnostico de anemia por deficiéncia do ferro. Apesar do esfregaco de sangue periférico
(Figura 18) so ter sido realizado nas andlises do 5° dia de internamento, a 28/04, a observagao
deste confirmou a microcitose e hipocromia indicada pelos valores obtidos no hemograma.
Também foi possivel visualizar nos diferentes campos uma heterogeneidade no tamanho dos
eritrocitos, a qual é denominada de anisocitose, sendo que esta corresponde a um RDW
elevado, tal como indicado no hemograma do paciente. Na observagao dos diferentes campos

foram também visualizadas células em alvo.

e

\'Q

Figura 18 - Estudo morfologico do sangue periférico. Observa-se uma moderada hipocromia e a presenga de
eritrocitos microciticos. Observa-se também uma anisocitose (eritrocitos com diferentes tamanhos) e uma ligeira
poiquilocitose (eritrécitos com diferentes formas). Também sao visiveis células em alvos (indicado pela seta).
Ampliagao de 100x. (Fotografia obtida no Laboratério SYNLAB Madeira).

A hipocromia e microcitose indicadas pelo hemograma e confirmadas no esfregaco, e

o elevado valor de RDW corroboram com o diagnéstico de anemia por deficiéncia de ferro.
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Nao houve acesso a terapéutica instituida, mas segundo a Norma n. °030/2013 da DGS
(2013), em casos de anemia grave com compromisso de atividades de vida diaria ou
necessidade de recuperagao hematoldgica rapida, deve ser administrado ferro endovenoso,
ou em utentes sintomaticos e/ou com necessidade de aumento riapido da Hb deve ser
prescrita a transfusdo. No 2° dia de internamento, 25/04, observou-se um abrupto aumento
do ferro sérico, e um consequente aumento das reservas do ferro, a ferritina, que passaram a
estar com valores dentro dos de referéncia, no entanto os parametros do eritrograma mal
sofreram alteragdes. Estes aumentos abruptos do parimetro do ferro sérico e ferritina
poderao ser justificados por uma terapéutica com ferro endovenoso. A CTFF encontrava-se
dentro dos valores de referéncia, e a ST estava o dobro do valor do limite superior de
referéncia. E de ressalvar que a ST corresponde a percentagem da proteina transportadora de
ferro no soro (transferrina), que se encontra saturada com ferro. O elevado valor do ST é
entao justificado pelo excesso de ferro no soro do paciente. No 4° dia de internamento, 27/04,
os valores do ferro sérico e da ferritina ja tinham diminuido quase para metade dos valores
obtidos no 2°dia de internamento e, por consequéncia, o valor de ferritina aumentou
abruptamente, o que traduz o aumento do ferro armazenado intracelularmente. Contudo, no
decorrer dos diferentes dias nao se observaram grandes alteragoes nos diversos parametros
hematolodgicos, o que reforca a necessidade do diagnostico da etiologia da anemia.

A histéria clinica e os antecedentes pessoais sao fundamentais na investigagao da causa
da anemia por deficiéncia por ferro. Esta pode resultar de varias causas, como ingestao oral
suboptima de ferro, ma absorgao de ferro oral (doenga celiaca, infegao por Helictobacter pylori,
gastrectomia total ou parcial, uso de anti-inflamatorios nao esteroides, dadivas de sangue,
hematuria, perdas hematicas cronicas com origem no sistema gastrointestinal, entre outras
origens (Goddard, et al., 201 1).

Nao houve acesso aos exames complementares realizados ao paciente. No entanto, a
exclusio de hematuria como causa é facilmente justificavel por nao ter sido detetada a
presenga de sangue na analise sumaria da urina. A infegao por H.pylori pode ser facilmente
rastreada recorrendo ao teste da ureia no ar exalado (método nao invasivo). A doenca celiaca
pode ser diagnosticada recorrendo a um exame serologico, no qual sio detetados os
anticorpos IgA-antitransglutaminase e anticorpo IgA-antigliadina desamidada. Ja a investigagao
de perdas hemiticas com origem no sistema gastrointestinal é, por sua vez, realizada
recorrendo a endoscopia alta e colonoscopia (Goddard, et al,, 201 ). Esta ultima permite a
detecado, por exemplo, de neoplasias, como a neoplasia do célon, a qual na requisicao do dia

02/05 ja aparecia como diagnéstico final do paciente.
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XIV. CONCLUSAO

O Mestrado em Andlises Clinicas na Faculdade de Farmacia da Universidade de
Coimbra ¢, sem duvida, uma fonte de enorme conhecimento teorico dos processos biologicos
e fisiologicos do ser humano e dos disturbios que o podem afetar. As componentes tedricas
e praticas, que foram lecionadas no decorrer do mestrado, foram fundamentais para me
proporcionar as bases necessarias para o meu futuro nesta area.

A enorme oportunidade que tive em estagiar no SYNLABHEALTH MADEIRA foi uma
mais-valia, que me permitiu um enorme crescimento a nivel do meu conhecimento na pratica
laboratorial, bem como permitiu-me solidificar e enriquecer o meu conhecimento cientifico.
Com este estagio tive a oportunidade de experienciar um ambiente, que concilia o trabalho
arduo e em equipa, com uma enorme boa disposicao.

O estagio permitiu-me ver a realidade que me foi sendo transmitida ao longo do
mestrado e o enorme impacto que tem o papel dos técnicos e do laboratoério no diagnostico,
na prevengao, e na monitoriza¢gao da evoluciao da doenca e do seu tratamento. Sem duvida,
que hoje em dia o laboratoério esta largamente automatizado, mas o papel de um técnico
superior em analises clinicas é crucial para garantir a manutengao e monitorizagao destes
equipamentos e interpretacao dos resultados obtidos, e requer sempre um espirito critico e
conhecimento multidisciplinar nas diferentes areas que abrangem a saide humana para a

validagao analitica, com o objetivo final de contribuir para a saude da publica.
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XVI. ANEXOS
A ANEXO | - Coloracao de Gram

Tabela 6 - Reagentes da coloragao de Gram.
Reagentes Tempo (minutos)
Cristal Violeta I
Solucdo de Lugol I
Alcool-acetona (Diferenciador) I

Safranina (contra-coloragao) I

PROCEDIMENTO (Fonseca, et al., 2004):

|. Executar o espalhamento da por¢ao do produto biolégico ou de uma colonia
proveniente do meio de cultura, com pequenos movimentos circulares até o
seu esgotamento. No caso de uma colonia proveniente do meio de cultura
adicionar previamente na lamina uma gota de soro;

2. Apos secagem, fixagao e arrefecimento, cobrir a lamina com a solugao de cristal
violeta, durante | minuto;
Lavar suavemente com agua corrente;
Cobrir a lamina com lugol e deixar atuar durante | minuto;

Lavar com agua corrente;

3
4
5
6. Descorar com alcool-acetona;
7. Lavar com agua corrente;

8. Cobrir a lamina com safranina, durante | minuto;

9. Lavar com agua corrente, escorrer e limpar o excesso de agua;

10. Deixar a lamina secar a temperatura ambiente;

I 1. Observar com objetiva de x100 em 6leo de imersao, com diafragma aberto e

condensador em cima.
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B. ANEXO Il - Coloragao de Kinyoun

Tabela 7 - Reagentes da coloragao de Kinyoun.
Reagentes Tempo (minutos)

Carbolfucsina de Kinyoun 5

Acido sulfurico e alcool etilico (agente

descolorante)

Azul de metileno (contra-coloragao) I

PROCEDIMENTO (Public Health England, 2018):

|. Executar o espalhamento da por¢ao do produto biolégico ou de uma colonia
proveniente do meio de cultura, com pequenos movimentos circulares até o
seu esgotamento. No caso de uma colonia proveniente do meio de cultura
adicionar previamente na lamina uma gota de soro;

Ap6s a realizagao e fixagao do esfregago, deixar a lamina arrefecer;

Cobrir a lamina com a solucao de Carbolfucsina, durante 5 minutos;

Lavar gentil e abundantemente a preparagao com agua;

Cobrir a lamina com a solucao de acido-alcool, durante 3 minutos;

Lavar abundantemente com agua;

Aplicar a solugao de azul de metileno, durante | minuto;

Lavar a preparagao com agua;

¥ © N o U K W DN

Deixar secar a temperatura ambiente;

o

. Observar com objetiva de x100 em o6leo de imersao, com diafragma aberto e

condensador em cima.
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C. ANEXO Il - Meios de cultura utilizados ho LACSM

Tabela 8 - Meios de cultura, utilizados no LACSM, da bioMérieux (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franga) e respetivas
carateristicas gerais (Fonseca, et al., 2004; Zimbro, et al., 2009).

e Meio nao seletivo;

e Meio nutritico e muito rico;

e A suplementagio em 5 % de sangue de carneiro:

- Fornece fatores de crescimento adicionais ao crescimento para
microrganismos fastidiosos;

- Permite determinar a reagdo hemolitica (aou 3) devido a
presenga do fator X (Hemina).

e Meio nao seletivo;

e Permite o isolamento de bactérias exigentes, como Neisseria spp.,
Haemophilus spp. e Streptococcus pneumoniae;

e Meio composto por uma base nutritiva enriquecida com o fator X
(Hemina), proveniente da hemoglobina, e com o fator V (nicotinamida
adenina, NAD), fornecida pelo PolyVitex ™.

e Meio seletivo e diferencial;

e Permite o isolamento de enterobactérias e outras bactérias de Gram-
negativo;

e Na sua constituicdo possui cristal violeta e sais biliares que inibem o
crescimento da maioria das bactérias de Gram-positivo;

e Permite distinguir microrganismos fermentadores da lactose e nao
fermentadores da lactose, através da alteracao da cor:

- Fermentadores da lactose: Coldnias cor-de-rosa a vermelho;
-Nao fermentadores da lactose: incoloros ou ligeiramente beges.

e Meio seletivo;

e Permite o isolamento de Staphylococcus spp.;

e Permite a identificagdo presuntiva de Staphylococcus aureus (S.
aureus);

e A fermentagdo do manitol permite o diagnostico presuntivo de S.
aureus. Estas fermentam o manitol e as colénias apresentam uma cor
amarela e descoloragao amarela a volta da colonia;

e A presenca de um elevado teor de cloreto de sédio no meio inibe o

desenvolvimento da maior parte das bactérias de Gram-negativo.
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Tabela 8 (Continuacdo) - Meios de cultura, utilizados no LACSM, da bioMérieux (bioMérieux, Marcy-I'Etoile,

Franga) e respetivas carateristicas gerais (Fonseca, et al., 2004; Zimbro, et al,, 2009).

Meio cromogénico
Meio destinado ao rastreio de estirpes de S.aureus resistentes a
meticilina (MRSA);
A consituticao do meio é rica em nutrientes, e contém substratos
cromogéneos e uma combinagdo de antibidticos que favorece o
crescimento de MRSA;
As coldonias de MRSA apresentam-se com uma coloragao rosa a
vermelho.
Meio seletivo e diferencial;
Permite o isolamento de Salmonella spp. e Shigella spp.;
Permite detetar colonias fermentadoras da lactose:

- Fermentadoras: colonias cor-de-rosa;

-Nao fermentadoras: incolores;
Permite detetar coldnias redutoras de tiossulfato de soédio (produgao
de sulfureto de hidrogénio, H,S). Estes microrganismos formam
coldnias com um centro preto;
Colonias tipicas de Salmonella spp.: incolores, com ou sem centro
preto;
Colonias tipicas de Shigella spp.: incolores, sem centro preto.
Meio seletivo;
Permite o isolamento de Campylobacter spp. (Campylobacter jejuni (C.
jejuni) e Campylobacter coli (C. coli)), a partir de fezes;
O meio é constituido por sangue de carneiro que favorece o
crescimento destas bactérias, e é constituido por agentes antibioticos
e antifungicos que inibem o crescimento de bactérias da flora e de
fungos, respetivamente;
Este meio deve ser incubado em atmosfera microaerofilica;
Meio seletivo para o rastreio e identificagao de Streptococcus agalactiae
(S. agalactiae);
Meio constituido por uma mistura de antibiticos para inibir bactérias
de Gram-negativo e leveduras;
Os constituintes deste meio permitem o crescimento de coldnias com

uma cor-de-laranja, carateristico de colonias de S. agalactiae.



Tabela 8 (Continuacdo) - Meios de cultura, utilizados no LACSM, da bioMérieux (bioMérieux, Marcy-I'Etoile,

Franga) e respetivas carateristicas gerais (Fonseca, et al., 2004; Zimbro, et al, 2009).

Meio seletivo para o isolamento de fungos;
O meio possui na sua constituigdo gentamicina e cloranfenicol para
inbir o crescimento da maioria das bactérias de Gram-negativo e de
Gram-positivo;
O pH ligeiramente acido favorece o crescimento flingico e inibe o
crescimento de bactérias.
Meio nao seletivo e diferencial;
Permite o isolamento e quantificagdo dos principais agentes etiologicos
das infegdes do trato urinario;
A deficiéncia em eletrolitos restringe o swarming de Proteus spp.;
A presenca de lactose permite diferenciar fermentadores de nao
fermentadores:

-Fermentadores: colonias amarelas;

-Nao fermentadores: colénias azuis, verdes ou incolores;
Meio cromogeénico;
A constituicdo nutritiva do meio, em combinagao com diferentes
peptonas e substratos cromogéneos, permite a identificacdo
presuntiva dos principais agentes etiologicos das infe¢oes do trato
urinario;

A elevada concentragao de agar previne o swarming de Proteus spp.

Meio liquido com uma base nutritiva enriquecida;
Este caldo permite o crescimento de microrganismos aerdbios

exigentes;

Meio liquido de enriquecimento para Salmonella spp;
O selenito de sddio inibe a maioria das Enterobacteriaceae, inclusive

algumas estirpes de Shigella spp.

75



D. ANEXO |V - Cartas utilizadas no equipamento VITEK®2 COMPACT

Tabela 9 - Cartas utilizadas no equipamento VITEK®2 COMPACT e a sua finalidade,

_ 0’50 _ 0,63
_ 0,50 _ 0’63
_ 0’50 _ 0,63
_ 0,50 _ 0’63
- o
_ 2.,0 _ 3,30
TSA - Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos

~

6

Identificagdo de bactérias de Gram-positivo.
TSA para Streptococcus spp. e Enterococcus
SPPp..

TSA para Staphylococcus spp..

Identificagao de bactérias de Gram-negativo.
TSA para bacilos de Gram-negativo (uso
hospitalar).

TSA para bacilos de Gram-negativo (uso
ambulatorio).

TSA para bacilos de Gram-negativos nao
fermentadores.

Identificagdo de Streptococcus pneumoniae
(S.pneumoniae), Streptococcus beta-
hemoliticos e Streptococcus do grupo
viridans.

Identificagao de Neisseria spp. e Haemophillus
Spp.

Identificagao de leveduras.



E. ANEXO V - Equipamentos utilizados na Bioquimica

Tabela 10 - Equipamentos utilizados na Bioquimica, e respetiva metodologia e paraimetros avaliados.

Equipamento Metodologia

Siemens Advia® 1800 Clinical Colorimetria
Chemistry (Siemens Healthcare |munoturbidimetria

Diagnostics Inc., Nova lorque,
EUA)

Potenciometria

CAPPILARYS 2 (Sebia, Lisses,
Eletroforese capilar
Franca)

Aution-Max AX-4280 (Arkay
USA  Clinical Diagnostics,
Minnesota, EUA)

Espetofotometria

reflatancia

Spotlyte (Menarini diagnostics
Potenciometria
S.r.l, Florence, Itilia)

de

Parametro

Acido Urico, alanina aminotransaminase
(ALT), Albumina, Amilase, anti-
estreptolisina o, al-antitripsina,
Aspartato aminotransaminase (AST),
bilirrubina direta, bilirrubina total,
B2-microglobina, Capacidade total de
ligacao do ferro (TIBC), Colesterol
total, Colesterol-HDL, colesterol-LDL,
Cilcio, Creatinina, Creatinina quinase,
C3, C4, Fator Reumatodide, Ferro,
Fosfatase Alcalina, Fésforo Inorganico,
y-glutamil-transferase, glucose, Lactato
desidrogenase (LDH), Lipase, Magnésio,
Microalbumina, Proteina C reativa
(PCR), Proteinas totais Ureia

Cloreto (CI), Potassio (K) e Sédio
(Na").

Proteinas Séricas: Albumina, o-I-

globulina, a-2-globulina, B-1-globulina
B-2-globulina, y-globulina

Sangue  total: Hemoglobina A,
Hemoglobina A,, Hemoglobina F.
Densidade, cor, turvacao, pH, glucose,
corpos  cetdnicos, urobilinogénio,
nitritos,  hemoglobina,  bilirrubina,

esterase leucocitaria e proteinas.

Litio
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F. ANEXO VI - Equipamentos utilizados na Imunologia

Tabela |1 - Equipamentos utilizados na Imunologia, e respetiva metodologia e parametros avaliados.

Equipamento

ADVIA

Centaur®XP
Imunoassay
System  (Siemens
Healthcare
Diagnostics Inc.,

Nova lorque, EUA)

ADVIA
Centaur®XPT
Imunoassay
System  (Siemens
Healthcare
Diagnostics Inc,

Nova lorque, EUA)
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Métodos

Quimioluminiscéncia

Quimioluminiscéncia

Imunoensaio

em Sandwich

Imunoensaio

Competitivo

Imunoensaio

em Sandwich

Parametros

Gonadotrofina corionica humana
(B-hCG), Peptido Natriuretico do tipo B
(BNP), CK-MB massa, Hormono
foliculo-estimulante (FSH), Anticorpo
Anti VHA IgM (Hepatite A), Anticorpo
Anti VHA I1gG (Hepatite A),
(IgE).
Luteinica (LH), Prolactina (PRL), PRL 2°

PRL 3%

Imunoglobulina  E Hormona

determinacao, determinacio,
Hormona paratiroideia (PTH), Veneral
research disease laboratory (VDRL) com
titulacao.

Estradiol (2° determinagao), Estradiol
(E2), (PRL), PRL 2°
PRL 3°

Prolactina
determinacao, determinacio,

Hormona paratiroideia (PTH)

Alfa-fetoproteina (AFP), Gonadotrofina
corionica humana (B-hCG),
Natriuretico (BNP), CA 125 (Antigénio
CA 153, CA 19.9,

Peptido

carbohidrato),
Antigeneo Carcinembrionario (CEA),
CEA Liquido Organico, CK-MB massa,

Anticorpo  HBc  (Hepatite B),
Anticorpo  HBs  (Hepatite B),
Antigénio HBe  (Hepatite B),
Antigénio HBs  (Hepatite  B),

Anticorpo VHC (virus da Hepatite C),
Antigénio p24+ Anticorpo HIVI/2
(Virus da
(HIV), Porgao N-terminal do Peptido
Natriuretico do tipo B (NT-ProBNP),

Imunodeficiéncia Humana

Antigenio Especifico da Prostata (PSA),
PSA livre,



Tabela 11 (Continuagdo) - Equipamentos utilizados na Imunologia, e respetiva metodologia e parametros

avaliados.

VIDAS (bioMérieux,
Marcy-I'Etoile, Fluoroenzimatico

Franca)

Imunoensaio

Competitivo

Imunoensaio

em Sandwich

Anticorpo Anti-Tiroideus (Tg, TPO),
Folato, Triiodotironina livre (FT3),
Tiroxina  livre  (FT4), Hormona
tirostimulante (TSH), Triiodotironina
total (T3), Tiroxina total (T4),

Vitamina B12 (Cianocobalamina).

Progesterona, IgG do Citomegalovirus
(CMV), IgM do CMYV, IgG da Rubéola,
IgM da Rubéola
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G. ANEXO VII - Técnicas manuais da Serologia

Tabela 12 - Técnicas manuais na serologia.

Teste

VRDL

Widal

Rose Bengal

Paul Bunnel

Woaaler-Rose

Malaria

Dengue
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Kit
SYPHILIS RPRP-TESTE (Mascia brunelli S.p.A.
Milao, Italia)
Micropath®Antigens/Febrile (OMEGA
DIAGNOSTICS, LTD., Escocia, Reino Unido)
BRUCELLA BENGAL ROSE SLIDE TEST

(Mascia brunelli S.p.A., Milao, Italia)

MONONUCLEOSI
S.p.A., Milio, ltalia)

LATEX (Mascia brunelli

Avitex®Rose Waaler (Mascia brunelli S.p.a., Mildo,
Italia)
Bioline™ MALARIA Ag P.fIP.v (Abbott Diagnostics

Korea Inc., Yongin, Gyeonggi-Do, Coreia do Sul)

SD BIOLINE DENGUE DUO (Standard

Diagnostics, In., (SD), Suwon-Si, Coreia do Sul)

Finalidade

Screening de Sifilis (Agente
Etiologico: Treponema pallidum)
Detecio de anticorpos anti-

Salmonella.
Screening de Brucelose.

Screening de  Mononucleose
Infeciosa (Agente Etiologico: Virus

Epstein-Barr)
Detecido do Fator Reumatoide.

Detecao de antigénios de

Plasmodium falciparum e de

Plasmodium vivax.

Screening do virus da dengue



H. ANEXO VIII - indices Eritrocitarios

Tabela 13 - indices eritrocitarios e respetivo calculo e significado clinico (Gay-George & Parker, 2003;

Keohane, Smith & Walenga, 2016).

Parametro Calculo

VGM (Volume HCTxI0
Globular Médio) RBC .

HGM .
Hgx 10

RBC

(Hemoglobina

Globular Médio)

CHGM

(Concentragao Hgx 100

de Hemoglobina RBC .
Globular Média)

RDW - Red

Cell RDW-SD ,
Distribution (fL) o
(Dintruicago do RDW-CV
Diametro dos (%) G

Eritrocitos)

Significado clinico
Representa o volume ou o tamanho médio de cada eritrocito;
E expresso em fentolitros (fL);
O intervalo de referéncia é entre 80 e 100 fL;
O VGM classifica as anemias como microciticas (VGM<80 fL),
normociticas (VGM entre 80 e 100 fL) e macrociticas (VGM>100
fL).
Representa o contelldo médio de hemoglobina no eritrocito;
E expresso em picograma (pg);
O intervalo de referéncia € por volta de 26-34 pg;
O HGM tipicamente nao é considerado na classificagao de
anemias;
Alteragoes nos valores de HGM tendem a acompanhar as
alteragdes nos valores de VGM.
Representa a concentragio média de hemoglobina em cada
eritrocito;
E expresso em g/dL;
O intervalo de referéncia é por volta de 32-36 g/dL;
Classifica as anemias em hipocromicas (CHGM<32 g/dL),
normocromicas (CHGM entre 32 e 36 g/dL) e hipercromicas
(CHGM>36 g/dL);
Valores entre 36 e 38 g/dL devem ser investigados para a presenga
de esferocitos;
Um valor superior a 38 g/dL deve ser investigado para um erro
no valor de hemoglobina. Outra possivel causa para um valor
marcadamente elevado de CHGM pode dever-se a presenga de
aglutinagao a frio, pelo que a amostra deve ser incubada a 37°C,

durante |5 minutos, antes de realizar nova analise.

O RDW di indicagio da variacao do tamanho dos eritrocitos;
E um indice de anisocitose, que designa a heterogeneidade do
tamanho celular dos eritrocitos;

O RDW é til no diagnostico diferencial entre anemias.

SD - Standard deviation (Desvio-padrao); €CV-Coefficient of variation



l. ANEXO IX - Carateristicas e fun¢oes gerais dos diferentes leucocitos

Tabela 14 - Carateristicas e fungoes gerais dos diferentes leucocitos (Gay-George & Parker, 2003; Hoffbrand &
Moss, 2016; Keohane, Smith & Walenga, 2016).

Leucocito Carateristicas e Funcoes

Neutroéfilo .

(Hoffbrand & Moss, 201 6)

Eosinofilo .

(Hoffbrand & Moss, 201 6)

Basofilo .

(Hoffbrand & Moss, 201 6)
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Representam 50 a 70% dos leucocitos no sangue periférico;

Também sao designados de neutrofilos segmentados ou neutrofilos
polimorfonucleares (PMN);

O nlcleo é segmentado, possuindo entre 2 a 5 lobos;

Quando corado, a cor do citoplasma é rosa avermelhado, devido a
presenca de granulagao fina;

Fazem parte do sistema imunologico inato;

A sua principal funcdo é a fagocitose e destruicao de substancias
estranhas e de microrganismos.

Representam entre 0 a 5% dos leucocitos no sangue periférico;

O nucleo é segmentado, possuindo entre 2 a 3 lobos;

Quando corados, os seus granulos citoplasmaticos coram de laranja
claro a escuro;

Possui multiplas fungoes, destacando-se o importante papel na regulagao

da resposta imune e na capacidade de destruir alguns tipos de parasitas;

Representam entre 0 a 1% dos leucocitos no sangue periférico;

Possui grandes granulos citoplasmaticos. Quando corados coram de
purpura escuro;

O nucleo é segmentado, possuindo, normalmente 2 lobos, mas estes sao
obscurecidos pelos granulos citoplasmaticos;

Os granulos citoplasmaticos apresentam substancias quimicas
proinflamatorias, como, a histamina e heparina, entre outras. Estas sao
libertadas apds estimulagao de células imunes, sendo que a histamina

promove a inflamagao, e a heparina evita a formagao de coagulos.



Tabela 14 (Continuacdo) - Carateristicas e fungoes gerais dos diferentes leucocitos (Gay-George & Parker,
2003; Hoffbrand & Moss, 2016; Keohane, Smith & Walenga, 2016).

Linfocito

(Hoffbrand & Moss, 201 6)

Monécito

(Hoffbrand & Moss, 2016)

Representam 20 a 40% dos leucocitos no sangue periférico;

Possuem um ntcleo redondo e um citoplasma azul-claro;

Os linfocitos sao divididos em 3 grandes grupos: Linfocitos T, Linfocitos
B, e células Natural Killer;

Os linfécitos T e B tém um importante papel na resposta imune
adquirida;

As fungoes podem ser atribuidas de acordo com o tipo de linfocito, mas
de um modo geral estas consistem na produgao de anticorpos contra
organismos ou células estranhas; mediam a resposta imunitaria contra
invasores intra e extracelulares; controlam células tumorais, entre
outros.

Representam 3 a | 1% dos leucocitos no sangue periférico;

Sao os leucécitos de maiores dimensoes no sangue periférico;

O nlcleo é grande e em forma de rim, e possui um citoplasma cinzento-
azulado

Quando sai da circulagao e entra no tecido origina um macroéfago.
Devido a complexa conexao dos monodcitos e macréfagos no sangue
periférico e tecidos, estes sao descritos como um sistema, e comumente
designados como sistema reticuloendotelial ou sistema mononuclear
fagocitario;

Possui numerosas e variadas fungées, como, por exemplo, sao células
apresentadoras de antigénio; sintetizam oxido nitrico, que € um agente
citotoxico contra virus, bactérias, protozoarios, e células tumorais;
fagocitam bactérias, células mortas, fragmentos celulares ou outros

corpos estranhos, entre outras;
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J. ANEXO X - Técnica para a realizagao do esfregaco de sangue periférico

PROCEDIMENTO (Bain, 2006):

I. Colocar uma gota de sangue numa extremidade da lamina;

2. A um angulo de 25 a 30° em frente da gota de sangue posicionar uma segunda
lamina;

3. Apos o sangue se espalhar ao longo da segunda lamina, avangar com esta com
um movimento suave e firme;

4. Apos a secagem do esfregaco, corado pelo kit Hemacolor® (Tabela 13).

Tabela 15 - Kit Hematolor®

— N
Tempo de imersdo B
Reagentes - 7\(»
(segundos) =
Metanol 5
0\
,//F\\ = - ‘»xC
Eosina Y 3 B SR
o S\
Azure B 6 = %9 o~
R X
Solugdo Tampao de . o
pH 7,2 <

Figura 19 - Técnica para a
realizagdo do esfregago de sangue
periférico (Bain, 2006).
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K. ANEXO XI - Carateristicas morfologicas e associagoes clinicas relativas a

eritrocitos com diferentes formas.

Tabela 16 - Carateristicas morfoldgicas e associagoes clinicas relativas a eritrocitos com diferentes formas
(poiquilocitose) (Adaptado de Bain, et al, 2017; Ford, 2013; Keohane, Smith & Walenga, 2016)

Morfologia

Acantocito

(Keohane, Smith & Walenga, 2016)

Células em Alvo

(Keohane, Smith & Walenga, 201 6)

Dacriocitos

»

T
5

'\_/

Keohane, Smith & Walenga, 2016)

Carateristicas
Morfolégicas
Eritrocito de tamanho variado,
com projegoes pontiagudas de

diferentes comprimentos

O eritrocito possui um circulo
vermelho central na drea
palida central. Esta morfologia
resulta de uma desproporgao
entre a area de superficie e

volume do eritrocito.

Eritrocitos em forma de

lagrima.

Associacoes Clinicas

e Hepatopatias
e  Abetalipoproteinemia;
e Deficiéncia de piruvato

quinase.

e Hepatopatia;

e Hipobetalipoproteinemi
a familiar;

e Talassemias;

e Hemoglobinopatias;

e Anemias por deficiéncia

em ferro.

e Anemia megaloblastica;
e Talassemia maior;

e Mielofibrose.
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Tabela 16 (Continuagdo) — Carateristicas morfologicas e associagoes clinicas relativas a eritrocitos com

diferentes formas (poiquilocitose) (Adaptado de Bain, et al, 2017; Ford, 2013; Keohane, Smith & Walenga,

2016)

Deprandcitos Eritrocito alongado e o

pontiagudo em cada

(Células Falciformes)

extremidade. Pode ser curvo.

A

)

(Keohane, Smith & Walenga, 2016)

Eliptocitos Eritrocitos com uma forma em °

charuto, oval ou eliptica.

(Keohane, Smith & Walenga, 2016)

Esferocitos Eritrocitos de  pequenas o
dimensoes, densos, sem °
palidez central.
(Keohane, Smith & Walenga, 2016)
Esquizdcitos Fragmentos de eritrécito com o

dimensoes e formas variadas.

Estes fragmentos .
normalmente possuem
contornos com diferentes
angulos, e por vezes

contornos redondos.

(Keohane, Smith & Walenga, 2016)

86

Depranocitose
(Também conhecida por
Anemia falciforme ou

Doenga falciforme).

Anemias por deficiéncia
em ferro

Anemia megaloblasticas;
Deficiéncia em piruvato
quinase;

Eliptocitose Hereditaria;

Talassemia maior.

Esferocitose Hereditaria;
Anemia Hemolitica

Autoimune.

Anemia
microangiopatica;

Queimaduras graves.



Tabela 16 (Continuagdo) — Carateristicas morfologicas e associagoes clinicas relativas a eritrocitos com

diferentes formas (poiquilocitose) (Adaptado de Bain, et al,, 2017; Ford, 2013; Keohane, Smith & Walenga,

2016)

Equinécito

(Keohane, Smith & Walenga, 2016)

Estomatocitos

(Keohane, Smith & Walenga, 2016)

Eritrocitos com forma oval
cobertos com  pequenas

espiculas. Os equinocitos

encontram-se com
distribuigao regular no
esfregaco.

Eritrocitos com a area central

palida com uma forma linear.

Artefacto;
Uremia;
Deficiéncia em Piruvato

Quinase.

Artefacto;
Hepatopatia;

Casos de Alcoolismo;
Estomatocitose

Hereditaria.
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