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Resumo

As Anailises Clinicas sao uma area em constante evolucao e crescimento, uma vez
que sao fundamentais no diagnostico e monitorizagao de diversas patologias, permitindo uma
detecao precoce das mesmas.

Com a elaboragao deste relatério pretende-se descrever as atividades desenvolvidas
ao longo do Estagio Curricular no ambito do Mestrado de Analises Clinicas da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra, sendo esta descricao fundamentada pelos conceitos
tedricos que lhe servem de base. Este Estagio foi realizado no Laboratoério Labeto, Centro
de Andlises Bioquimicas, S.A., durante o periodo de seis meses, no qual tive a oportunidade
de aprofundar a componente teérica adquirida ao longo do Mestrado de Analises Clinicas, e
especialmente de aplicar estes conhecimentos na pratica laboratorial, adquirindo ao longo do
tempo autonomia nas diversas fases da rotina diaria de um laboratoério.

Em termos estruturais sera descrito o funcionamento e organizagao do Laboratério,
todas as fases envolvidas na rotina laboratorial, desde a chegada do utente, a colheita das
amostras biologicas, até a entrega do boletim de resultados, as metodologias e aparelhos
utilizados, especificamente das areas da Microbiologia e Autoimunidade/ Serologia, assim
como o controlo de qualidade realizado nas mesmas.

No final deste relatério irei fazer uma reflexao sobre o Estigio e o mestrado em
geral, os seus pontos positivos e algumas sugestoes que considero importantes, de modo a
que se obtenha o maximo aproveitamento do Estigio e uma melhor preparagao para a

integragao na vida profissional.

Palavras-chave: Colheita de amostras, Microbiologia, Serologia, Autoimunidade, Controlo

de Qualidade



Abstract

Clinical Analysis represent an area of constant growth and evolution, due to the fact
that they are essential to the diagnosis and monitoring of several pathologies, many times
allowing an early detection.

The writing of the present report aims to describe the activities performed during
the Master’s degree in Clinical Analysis internship, which is fundamented by theoretical
concepts that serve as the basis. This internship took place in Laboratério Labeto, Centro de
Anadlises Bioquimicas, SA, for a six month period, in which | had the opportunity to deepen
the theoretical component acquired during the Master degree, to learn new informations
and methologies but especially to apply this knowledge in the laboratory practice and to gain
autonomy in the different phases of a daily laboratory routine.

The structure of this report will describe the organization and functioning of the
Laboratory, all the different phases involved in each analysis, from the arrival of the patient,
to the sample collection and delivery of the final results, the methodologies and automatic/
semi-automatic instruments used, specifically in Microbiology and Autoimmunity/ Infectious
Serology, as well as the quality control performed in these areas.

In the end | will reflect upon the internship and the Master degree in general, its
ups and downs and some aspects that | believe will improve the Internship experience in
order to obtain the best results possible as well as to prepare the student to enroll into the

worklife.

Keywords: Sample collection, Microbiology, Autoimmunity, Serology, Quality Control



Introducao

O estagio do Mestrado de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra é um estagio profissionalizante que permite ao aluno adquirir
diversas competéncias teoricas que complementam a formagao adquirida ao longo do curso,
assim como a pratica laboratorial necessaria para iniciar a vida profissional num laboratério.

As Anailises Clinicas sao uma area extremamente vasta e em continua evolugao,
permitindo o estudo de diversas patologias, detecoes mais precoces das mesmas e
resultados cada vez mais rapidos. A crescente expansao desta area tem levado a
automatizagao dos laboratorios, permitindo a andlise de mais amostras num menor espago
de tempo, a repetibilidade das mesmas, a sua rastreabilidade e um controlo de qualidade
mais apertado.

Este estagio foi realizado no Laboratorio Labeto, Centro de Andlises Bioquimicas,
S.A., onde tive a oportunidade de passar por todas as valéncias que compoem a vasta area
das Andlises Clinicas: Hematologia, Microbiologia, Bioquimica, Endocrinologia, Imunologia e
Biologia Molecular.

Neste relatério vou aprofundar detalhadamente as areas de Microbiologia e

Autoimunidade/ Serologia, assim como o controlo de qualidade realizado nestes setores.
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|. Caracterizacao do laboratorio Labeto

Fundado em 1974, o Laboratorio Labeto, Centro de Andlises Bioquimicas, S.A., situa-
se na Avenida Marqués de Pombal, lote 2, |° Apartado, Leiria, sob a direcao técnica da Dra.
Beatriz Olinda de Oliveira Santos Godinho Tomaz, especialista em Andlises Clinicas e
fundadora do Laboratério, juntamente com o Dr. Amado Elias Tomaz.

Pertencendo ao Grupo Beatriz Godinho Salude, ao qual pertencem também os
Laboratérios de Analises Clinicas Laboratorio José Manuel Chau (Coimbra) e o Laboratério
Seialab (Seia), a empresa Polidiagnostico, Polidiagndstico Empresas, o Laboratério Tomaz, a
Clinica Luis Lourenco e uma vasta rede de farmacias. O grupo possui mais de |30 postos de
colheitas, sendo que cerca de 59 se localizam no distrito de Leiria e as amostras que nestes
sao colhidas, sao transportadas e analisadas no Laboratério Labeto, assim como amostras
provenientes de lares, clinicas e de colheitas feitas ao domicilio. Diariamente, o laboratorio
tem em média 1200 utentes, o que evidencia o elevado prestigio e notabilidade que este
laboratério tem na area das Analises Clinicas na regiao Centro.

O Labeto possui também dupla certificagao, segundo a Norma ISO 9001, do Sistema
de Gestio da Qualidade pela APCER, desde 2003 e a fiabilidade dos resultados é
comprovada pelo uso constante de controlos internos e externos e pelo bom desempenho
obtido nos Programas de Avaliagao Externa de Qualidade.

O laboratério funciona de segunda a sabado, estando dividido na secgdes de:

Bioquimica/Endocrinologia/lmunologia  (core lab), Serologia Infeciosa, Urianalise,

Autolmunidade, Hemostase, Microbiologia, Hematologia e Biologia Molecular e Genética.

I.1. Fluxo de amostras

[.1.1. Fase pré-analitica

Durante toda a duragdo do meu estagio (seis meses) estive maioritariamente no
posto de colheitas de Gandara dos Olivais, das 8h as |lh, onde participei na fase pré-
analitica, fazendo a recegao dos utentes, registando os seus processos no sistema
informatico e procedendo a colheita das amostras biologicas correspondentes. Esta fase
inicia-se com a chegada do utente ao posto de colheitas, onde retira uma senha e aguarda
pela sua vez na sala de espera. Quando a sua senha é chamada, este é atendido pelo/a

rececionista, que faz a inscricao do utente no sistema informatico, confirmando os dados do
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mesmo e fazendo questoes relacionadas com as analises pedidas (jejum, medicacao, gravidez,
etc.), colocando esta informagao no processo do utente, de modo a estar acessivel ao
laboratério onde as andlises serdo realizadas. E atribuido um cédigo interno ao utente com o
codigo de barras correspondente, que é impresso em etiquetas, com o sufixo relativo ao
setor e ao tipo de andlise a ser efetuada (UO- urina, LO- hemograma, BO- bioquimica, etc.),
modo a assegurar a rastreabilidade das amostras.

O utente é chamado por um técnico ou enfermeiro que o conduz a sala de colheitas,
confirmando novamente os dados do utente e as analises a realizar, de modo a preparar o
material necessario a colheita e a correta identificagao dos tubos/contentores especificos
para cada analise, como indicado na Tabela | [I]. Procede-se entao a colheita das amostras,
sendo que algumas anadlises ao serem registadas no sistema informatico emitem um alerta,
que informa o técnico que estas necessitam de um tratamento especifico, ainda no posto de
colheitas, como por exemplo, retragao do coagulo, centrifugacao e separagao do soro, ou

protegao da luz.

Tabela [: Tipos de tubos usados nas colheitas de sangue

Tubo Composicao Amostra usada Tipo de Analise
; Bioquimica

Tampa vermelha Sem anticoagulante Soro q .
Imunologia

Tampa lilas EDTA tripotassico Sangue total Hematologia

. L Estudos de

Tampa azul Citrato sodico (1:9) Plasma ~
Coagulacao

Tampa Verde Heparina de litio Plasma Bioquimica

Tampa azul escura | Isento de metais Soro Elementos vestigiais

Apos a colheita das amostras, as mesmas sao transportadas em malas térmicas até ao
laboratorio. As malas térmicas tém um termoémetro incorporado que regista a temperatura,
que ¢ depois registada num documento de qualidade assim que a mala chega ao laboratério.
Neste, existe uma zona de triagem onde as amostras sao separadas e levadas para a secgao
do laboratério onde a andlise correspondente sera realizada.

Em cada secgao é dada a entrada da amostra respetiva no sistema informatico. O
técnico da secgao verifica as condigoes da amostra, em termos de quantidade e qualidade,
para averiguar se existem nao conformidades (identificagao incorreta do tubo, falta de

produto para analise, agregados plaquetares, etc) que, caso existam, terao de ser investigadas
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e registadas em documento proprio, podendo invalidar a analise em questao, sendo

necessaria nova colheita da amostra.

[.1.2. Fase analitica

Com tudo devidamente confirmado e os controlos de qualidade interno passados e
validados (CQI) inicia-se a fase analitica, onde as amostras sao distribuidas pelas diferentes
valéncias e inseridas no aparelho que ira realizar a analise pedida, lendo o coédigo de barras e
automatizando o trabalho (quando nao sao analisadas manualmente). Nas analises realizadas
manualmente (exemplo: teste rapido da mononucleose infeciosa, teste de Weil-Felix, etc), as
amostras sao separadas para suportes especificos e depois sao realizadas seguindo uma lista

de trabalho.

[.1.3. Fase pds-analitica

Segue-se a fase pos-analitica, em que ¢é feita a validagao dos resultados. Os aparelhos
enviam diretamente os resultados para o sistema informatico, onde um técnico superior
valida os resultados, tendo em conta os valores de referéncia e o histérico clinico do utente.
Quando surge um valor discordante ou de dificil interpretagao é feita a repeticao da anilise
da mesma amostra ou até pedida nova colheita ao utente, quando a amostra nao esta nas
condigoes ideais ou para confirmagao de resultado.

Apos validagao analitica, os resultados sao validados por um Especialista em Analises
Clinicas ou pela Diretora Técnica, que ira realizar a validagao biopatologica, tendo em conta
o historico do utente e o quadro clinico do mesmo. Por fim, os boletins de resultados sao
impressos e colocados em envelopes, no caso de envio para o posto de colheitas, centro de
salde ou medicina do trabalho, ou sao enviados por correio eletrénico, a pedido do utente.

Na tabela 2 encontra-se a lista dos aparelhos utilizados nas diferentes secgoes do

laboratério.

Tabela 2: Aparelhos usados no laboratério Labeto.

Aution Max AX- 4030 Urina Il Bioquimica Urinaria
Arkray

SediMax 2 Sedimento urinari Bioquimica Urinaria
A.MENARINI Diagnostics imento drinario 9
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HM-JACKarc
A. MENARINI Diagnostics

Pesquisa de sangue oculto
nas fezes

Bioquimica Urinaria/ Fezes

Hb 9210 Resolution
A.MENARINI Diagnostics

Hemoglobina Glicada

Hematologia

HA-8180V Eletroforese da Hematolosia
Arkray Hemoglobina &
Wadiana Grupo Sangumeo ' .
. Coombs Direto Hematologia e Serologia
Grifols ;
Coombs Indireto
ADVIA 2120i

Siemens Healthineers

Hemograma Hematologia

XE-2100

Sysmex

Alifax® Test | Velocidade de .

; ~ Hematologia

Sysmex Sedimentagao

CAPILLARYS Eletroforese das

Sebia Proteinas Serologia
Imunofixagao

RAPIDLab® 348EX Calcio lonizad Bioquimi

SIEMENS alcio lonizado ioquimica
Colesterol total, c-HDL,

Advia 2400 TGO, TGP, ALP, Bioquimi

Siemens Healthineers Albumina, Bilirrubinas, loquimica
lonograma, CPK, (...)

IMMULITE 2000 Ferritina, Folato, Vitamina

Siemens Healthineers B12, PCR Ultra Sensivel, | Imunologia
CMV, Hormonas, (...)

Advia Centaur . .
Imunoensaios Imunologia

Siemens Healthineers
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Phadia 250 Testes diagnosticos de

Thermo Fischer Scientific | alergias InmunoCAP Imunologia

VIDAS® Ensaios imunoenzimaticos Imunolosia

bioMérieux de confirmacgao unolog!

CS-5100 Tempo dg Protrombina,
Antitrombina-lI, hemostase

Siemens Healthineers

Anticoagulante lUpico

Mirastainer™ ||
EMD Chemicals

Coloracdes de laminas

Microbiologia

Merck
Identificagao de
VITEK® 2 microrganismos e Testes Microbiologi
bioMérieux de  Sensibilidade aos | ' o0C08?
Antibidticos
IF Sprinter o '
EUROIMMUN Imunofluorescéncia Auto-Imunidade

EUROIMMUN Analyzer I-
2P
EUROIMMUN

ELISA

Auto-Imunidade

2. Microbiologia:

A area da Microbiologia sempre me fascinou, sendo uma area extremamente abrangente,
interessante e em constante evolugao, pelo que desde logo escolhi esta valéncia para
aprofundar no presente relatorio. No entanto, esta acabou ser uma das areas que menos
presenciei durante o Estagio, passando cerca de 60h na mesma, participando na sementeira

de produtos biologicos e processamento dos mesmos, no isolamento de microrganismos e

sua identificacao,

procedimentos do Laboratério. De notar que muitos dos procedimentos que vao ser

mencionados sao baseados nos Procedimentos Especificos do Laboratério, que constam no

Manual de Qualidade do mesmo.
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2.1. Coloragoes usadas em Microbiologia:

As coloragoes usadas na Microbiologia sao a coloragao de Gram (que permite diferenciar
entre bactérias Gram positivas e Gram negativas, devido as diferentes caracteristicas da sua
parede celular, assim como a sua estrutura) e a coloracao de Ziehl-Neelsen (para bacilos
acido-alcool resistentes, como é o caso das Micobactérias). No laboratério é usado um
equipamento, o Mirastainer Il (*), que faz estas coloragdes automaticamente. Este aparelho
tem varios pogos onde sao colocados os corantes correspondentes a cada coloragao e um
braco mecanico onde sao colocadas as laminas com o inéculo.

O técnico da secgao faz as laminas para pesquisa de bactérias, insere-as num suporte do
brago mecanico e coloca este no brago. De seguida, adiciona os pogos com os corantes da
coloragao pretendida e seleciona o programa do aparelho que faz esta coloragao (o aparelho
foi pré-programado para as diferentes coloragoes pelo que ao selecionar o programa
pretendido, este assume os tempos necessarios que as laminas tém de ficar em cada

corante).

(*) Este aparelho foi descontinuado pelo fornecedor, pelo que nido existem atualmente
artigos publicados acerca do funcionamento do mesmo, apenas o manual de funcionamento

do equipamento, que acompanha o mesmo.

2.2. Meios de cultura:

Gelose Hecktoen: E um meio sélido seletivo, uma vez que inibe o crescimento da
microbiota normal do intestino, permitindo o crescimento de Salmonella sp. e Shigella sp. E
composto por sais biliares (inibidores), 3 agucares (lactose, salicina e sacarose), um indicador
de pH (fucsina acida e azul de bromotimol) e citrato férrico amoniacal juntamente com
tiossulfato sodico, que forma um centro negro em bactérias produtoras de HS. Shigella sp.
apresenta-se incolor sem centro negro e a Salmonella sp. incolor com centro negro,

permitindo a sua distingao [2].
Caldo Tetrationato: E um caldo de enriquecimento selectivo de Salmonella sp., uma vez

que contém sais biliares e tiossulfato de sédio que inibem o crescimento de outras bactérias

da microbiota intestinal, apenas permitindo que as bactérias redutoras de tetrationato se
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multipliquem. Para inibir o crescimento de Proteus spp. (que também reduz o tetrationato)

sao adicionados 100ulL de iodo e 25uL de novobiociona (antibiotico) a este caldo [3] [4].

Gelose MacConkey: Este meio contém cristal violeta e sais biliares, o que permite que
seja um meio selectivo de isolamento e diferenciagao para bactérias Gram negativo. A
fermentagao da lactose pelas bactérias leva a formagao de coldnias vermelhas com
precipitado a volta (halo de sais biliares) pela viragem do vermelho neutro (indicador de pH).

As estirpes nao fermentadoras de lactose dao coldnias incolores ou beges.

Gelose Manitol Salt Agar (MSA): Este meio é seletivo para Staphylococcus spp. (fermentador
do manitol). Este meio contém peptonas, cloreto de sodio a 7.5%, que inibe o crescimento
de outras espécies nao haldfilas, vermelho de fenol como indicador de pH. Este meio

permite ainda a diferenciagao de Staphylococcus em coagulase positivo (colonias amarelas) e

coagulase negativas (coldénias vermelhas, pois nao alteram a cor do vermelho de fenol) [5].

Gelose Chocolate: usamos a Gelose Chocolate Agar PolyVitex VCAT e a Gelose
Haemophilus Chocolate da BioMérieux, que contém hemina (fator X) e dinucledtido de
nicotinamida e adenina (NAD - fator V), além de alguns antibiéticos e antifungicos. Estas
geloses diferem no tipo de antibidticos que contém: a primeira € composta por vancomicina,
colistina, anfotericina e trimetoprim, permitindo o isolamento de Neisseria gonorrhoeae e N.
meningitidis, a segunda contém bacitracina, inibindo o crescimento de bactérias Gram

positivas e a maioria das espécies de Neisseria.

Gelose Sangue: usamos o meio COS da BioMérieux, que € um meio muito nutritivo e que
facilita o crescimento de bactérias exigentes, como € o caso de Streptococcus sp., devido ao
seu conteudo em peptonas. A sua composicao com 5% de sangue de carneiro permite
identificar o tipo de hemolise dos microrganismos: a a-hemdlise corresponde a uma
hemolise incompleta, aparecendo uma cor esverdeada em redor da coldnia (ex: Streptococcus
pneumoniae), a B-hemolise corresponde a uma hemdlise completa, o que significa o
aparecimento de uma zona transparente a volta da coldnia (ex: Streptococcus pyogenes) ou y-

hemolise, que significa auséncia de hemolise.

Gelose Candida: fornecida pela BioMérieux, este é um meio de isolamento de leveduras,

devido ao substrato cromogéneo de hexosaminidase que sofre hidrolise na presenca do seu
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indutor (presente em leveduras), resultando em coldnias azuis de Candida albicans. Este meio
contém ainda outros substratos que quando hidrolisados originam coldnias rosa, tipicas de C.

tropicalis.

Gelose Sabouraud: é um meio sélido que favorece o crescimento de algumas espécies de
fungos, devido ao seu conteldo em peptonas, glicose e ph ajustado ajustado a
aproximadamente 5.6. A este meio podem ser adicionados cloranfenicol (antibidtico que

inibe a maioria das bactérias) e actidiona (inibe fungos contaminantes como Penicillium spp.).

Gelose de Mueller-Hinton: esta gelose contém 5% de sangue (de carneiro, cavalo ou outro)
e é fornecida pela BioMérieux, sendo usada nos testes de sensibilidade aos antibidticos por
difusao manual para Pneumococcus spp. e Streptococcus spp., que necessitam de sangue de

carneiro para crescer.

Caldo Todd-Hewitt: fornecido pela BioMérieux, este € um caldo com antibioticos que se
torna um meio seletivo para Streptococcus do grupo A de Lancefield (tipicos de exsudados
faringeos) e B (tipicos de exsudados vaginais em mulheres gravidas), assim como de
Staphylococcus aureus e S. aureus meticilina resistente (MRSA). Sao os antibiéticos utilizados
(acido nalidixico e colistina) que dao esta seletividade ao meio, inibindo o crescimento de

bactérias Gram negativas.

Meio chromID® CPS® Elite (CPSE): fornecido pela BioMérieux, este € um meio diferencial
usado para isolar bactérias provenientes de amostras urinarias, devido a sua composigao em
2 substratos cromogéneos (B-glucuronidase e B-galactosidase), um que permite revelar a

atividade enzimatica bacteriana e outro que se baseia na revelagao do indol pelo triptofano.

Meio chromID® Strepto B (STRB): fornecido pela BioMérieux, este € um meio seletivo e
cromogéneo para Streptococcus do grupo B (ex: Streptococcus agalactiae), onde estes crescem

como colonias vermelhas.

Meio Lowenstein-Jensen: fornecido pela BioMérieux, este meio favorece o crescimento de
micobactérias devido ao seu contelldo em ovo, asparagina e fécula, fazendo com que as
coldnias de Mycobacterium tuberculosis tenham um aspeto tipico tipo couve-flor. Sendo que

esta bactéria se encontra geralmente em amostras de expetoragao, antes de se proceder a
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sementeira desta, € necessario fluidificar e descontaminar a mesma, de forma a eliminar a

microbiota comensal, favorecendo o crescimento das Micobactérias.

2.3. Amostras analisadas:

2.3.1. Urina:

As infegoes do aparelho urinario sao uma das infe¢oes mais comuns no Homem, nao
sendo por isso de estranhar que o volume didrio de amostras de urina que chega ao
laboratério seja tao significativo. As bactérias da microbiota intestinal, podem ser:
Enterobacteriaceae (ex: Proteus, Klebsiella, Escherichia coli), Enterococcus sp. ou Staphylococcus
aureus, sendo as principais responsaveis por estas infegoes, devido a sua facilidade em invadir
o aparelho urinario através da uretra [6]. As mulheres estao naturalmente mais predispostas
a este tipo de infegdo, devido a anatomia do seu trato urinario. Aquando da invasao destas
bactérias pela uretra, estas podem infetar a bexiga causando cistite ou podem subir até ao
trato urinario superior, como € o caso dos rins, causando pielonefrite, uma infegao bastante
mais grave.

A urina é um fluido estéril, no entanto, ao passar através da uretra durante a micgao

pode arrastar alguns microrganismos presentes, dificultando um possivel diagndstico de
infecao. Uma vez que a colheita desta amostra é habitualmente feita pelo proprio utente, €
fundamental que este siga os principios de colheita estabelecidos, disponibilizados em papel
de forma simples e que informam que este deve fazer uma higiene com agua e sabao da zona
genito-urinaria e de seguida colher o jato intermédio da primeira urina da manha (rejeitar o
jato inicial) para um recipiente esterilizado. Caso nao seja possivel ou o procedimento nao
tenha sido respeitado, o utente deve aguardar pelo menos 2h sem urinar até fazer nova
colheita [6].
Apos a colheita da urina, esta deve ser transportada até ao laboratéorio o mais rapido
possivel e devera ser semeada até uma hora apods a colheita (no caso de se tratar de uma
urocultura). Sempre que isso nao for possivel, a mesma deve ser refrigerada a 4°C e
semeada em meio CPSE até 24h apés a colheita [6].

O passo seguinte é a analise da urina, onde se incluem a urina tipo Il ou analise
sumaria de urina e a urocultura. A urina tipo |l consiste em 2 etapas: a analise semi-
quantitativa de alguns parametros bioquimicos: cor, leucdcitos, nitritos, urobilinogénio,
proteinas, pH, hemoglobina, cetonas, bilirrubina, glicose [7] e o sedimento urinario
(estimativa semi-quantitativa do numero de elementos figurados presentes nas amostras,

como por exemplo: leucocitos, eritrocitos, células de descamacao, etc).
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e Urocultura:

A urocultura ou urina assética consiste na pesquisa de bactérias uropatogénicas em
numero representativo de infecao urinaria. Nas amostras para urocultura é primeiro feita a
analise sumaria de urina para auxiliar o diagndstico, nomeadamente através da presenca de
nitritos e leucocitos.

O primeiro passo consiste na identificagao das caixas de Petri, que contém o meio de
cultura chromID® CPS® Elite da BioMérieux, com o cédigo da amostra a semear, como se
pode observar na Figura |. Deste modo, a identificagao presuntiva das bactérias é facilitada,
devido as diferentes cores que estas apresentam no meio, de acordo com as suas

caracteristicas.

Figura I: Uroculturas em meio CPSE.

De seguida, é inoculada a amostra com uma ansa de plastico esterilizada de 10ulL,
fazendo uma estria vertical central, e sem inocular novamente a ansa, espalhar a amostra
fazendo estrias apertadas horizontais até ao fim da caixa, de modo a obter colénias isoladas.
Rejeita-se sempre a ansa entre amostras para evitar contaminagoes. Por fim, guardam-se as
caixas num suporte adequado e estas vao a incubar durante 18 a 24h a 37 + 1°C, para
permitir o crescimento bacteriano.

Na manha seguinte sao lidas as placas semeadas para ver se houve crescimento
bacteriano de acordo com o esquema indicado na Figura 2. Se o nimero de unidades
formadoras de colénias (UFC) for inferior a 10* ou existirem 3 ou mais bactérias presentes
considera-se contaminagao, no caso do sedimento ser negativo. Se o sedimento for positivo
(leucécitos elou eritrécitos >30 por campo), faz-se a coloragao de Gram e de Ziehl-
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Neelsen. Quando a cultura é negativa (<I0%), mas existem leucécitos e eritrécitos
superiores a |5 confirma-se apenas com a coloragio de Gram. Quando existem entre 10* e
10°, o resultado é duvidoso, sendo necessirio analisar o sedimento, ter em atencio a
sintomatologia do utente e até, por vezes, pedir nova colheita ao mesmo para confirmagao
do resultado. Com colénias em nimero igual ou superior a 10°, tratando-se de uma cultura
pura, considera-se infegao.

Se a cultura nao for pura, mas existir uma grande predominancia de uma espécie
bacteriana (nimero igual ou superior a 10%), faz-se uma repicagem para novo meio e
observa-se no dia seguinte. Nestes casos, o historial clinico do utente, como a presenga de
sintomas, a recorréncia de UTIl ou a toma de antibioticos nestes casos € muito importante

para auxiliar o rumo a seguir.

(“nntaminacin Infecrin

Figura 2: Quantificacdo de UFC em uroculturas

Apds a leitura das placas siao entio escolhidos os sedimentos urinarios
correspondentes as urinas que suscitam mais dudvidas. Estes sao centrifugados durante 5
minutos a 2500rpm, é retirado o sobrenadante e o sedimento é espalhado sobre | ou 2
laminas (consoante vao ser feitas ambas as coloragoes de Gram e Ziehl-Neelsen ou sé
Gram), para ser visto ao microscépio apds coloragao pelo Mirastainer |l. Ao microscopio
vamos procurar bactérias (quer sejam cocos, bacilos ou Micobactérias) ou leveduras em
numero significativo, para se poder considerar infegao.

Finalmente, todas as placas que se consideraram positivas para infe¢ao sao guardadas
para se fazerem testes complementares para identificagio bacteriana e testes de
suscetibilidade aos antibidticos no aparelho VITEK 2, que sera explicado mais a frente neste

relatorio.

2.3.2. Fezes:
A microbiota intestinal é das mais ricas existentes no ser humano, sendo uUnica em cada

pessoa. Esta é essencial na maturacio do sistema imune, na protecao contra espécies
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patogénicas, na regulagao endocrina e muitas outras fungoes, sendo por isso natural que as
fezes nao sejam uma amostra biologica estéril. No entanto, quando existe um desequilibrio
nesta microbiota, o organismo fica vulneravel a espécies patogénicas, podendo causar
infecoes gastrointestinais [8], como diarreias, gastroenterites, colera, colite hemorragica.

A colheita das fezes para a coprocultura é feita pelo préprio utente ou por alguém
responsavel por este, quando este é dependente. O utente deve fazer a recolha das fezes
para uma superficie lisa e limpa, usando a espatula que vem no recipiente fornecido pelo
laboratério. A amostra recolhida nao deve ultrapassar o tamanho de uma noz e deve ser
refrigerada no recipiente estéril até ser entregue ao laboratério no proprio dia. O utente
deve evitar zonas contaminadas pela urina e nao usar papel higiénico na recolha, pois
interfere com as andlises a realizar.

Para a andlise de pesquisa de sangue oculto nas fezes, a colheita deve ser feita para um
kit especifico que o laboratorio disponibiliza aos utentes para esta analise. O utente nao
deve fazer a colheita se tiver hemorragias visiveis, hemorroidas, ou a menstruagao, no caso

de ser mulher, correndo o risco de obter falsos positivos.

e Coprocultura:

O exame bacteriolégico ou coprocultura consiste na pesquisa de Salmonella sp., Shigella
sp., Campylobacter sp. e Staphylococcus aureus. A pesquisa de E. coli enteropatogénica é feito
no caso de se tratar de uma crian¢a de idade igual ou inferior a 2 anos ou de diarreias
aquosas. Se o médico suspeitar de outro microrganismo que nao os indicados acima, deve
solicitar uma analise para o agente(s) infecioso(s) suspeito(s), para ser feito uma cultura em
meio especifico.

O primeiro passo consiste num exame microscopico com coloracio de Gram para
avaliar o conteudo em bactérias Gram positivas e Gram negativas e também em leveduras.

De seguida, com uma parte da amostra de fezes, é feita uma suspensao num tubo com
soro fisiologico e homogeneiza-se. A partir da suspensao, semeia-se nos meios Hecktoen,
meio de enriquecimento de Tetrationato, em MSA (se o pedido do médico incluir pesquisa
de Staphilococcus aureus ou se as fezes forem diarreicas) e em meio Sabouraud para pesquisa
de leveduras, a 374+2°C durante 18-48h. Em criangas de idade inferior a 2 anos semeia-se
também em meio MacConkey, para pesquisa de bacilos Gram negativos.

No segundo dia faz-se a leitura dos meios. Se aparecerem colonias suspeitas de
Salmonella sp. ou Shigella sp. no Hecktoen estas sao repicadas para uma gelose nutritiva,

permitindo o crescimento destes microrganismos ou para meio especifico para Salmonella
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sp., que é usado quando se suspeita de coldnias de Salmonella sp. no Hecktoen, durante 24h a
37+2°C, sendo depois novamente repicado para Hecktoen. Neste meio de Hecktoen, as
colonias de Salmonella sp. aparecem incolores com um centro negro (devido a formagao de
acido sulfidrico, que faz precipitar ides ferro a partir dos substratos de citrato férrico
amoniacal e tiossulfato de sodio) e as colonias de Shigella sp. sao incolores e sem centro

negro, podendo, no entanto, algumas estirpes de Salmonella sp. também ter este aspeto.

No terceiro dia faz-se a leitura das placas que foram repicadas e a partir das placas de
Nutrient Agar fazem-se reagoes de aglutinagao para Salmonella sp., Shigella sp. e E. coli
enteropatogénica. Se estas reagoes derem positivas, procede-se a identificagao das bactérias
e respetivo antibiograma no VITEK 2, a partir do meio nutritivo que serviu para o
isolamento de colonia. No caso de se suspeitar de E.coli produtora de Shiga toxina (STEC)
nao deve ser feito o antibiograma, uma vez que alguns antibiéticos tém como alvo a parede
bacteriana, provocando a sua destruigao, o que leva a libertagao da toxina e ao agravamento

da situagao clinica.

A pesquisa de Campylobacter sp. nas fezes € feita no Labeto usando um kit que deteta a
presenca do antigénio de Campylobacter jejuni (C. jejuni), através de um imunoensaio
cromatografico (RIDA® QUICK Campylobacter da Balea). Este kit contém uma membrana
com duas bandas: a banda teste e a banda controlo. A primeira encontra-se revestida com
anticorpos monoclonais anti-C. jejuni, que estao ligados a um corante vermelho. Na banda
controlo estao Acs anti-lgG humana ligados também a um corante.

Se a amostra contiver Ags de C. jejuni, estes vao migrar ao longo da membrana e ligar-se
aos Acs da regidao teste, formando um linha vermelha nessa regiao. Por agao capilar, a
amostra vai continuar a migrar e todos os Acs ligados e nao ligados vao reagir com os Acs
anti-IlgG da tira de controlo, onde aparece uma linha vermelha. A linha controlo vermelha

indica que a realizagao do teste foi valida [9].

e Exame parasitologico:

Este exame consiste na observagio a fresco de fezes concentradas para pesquisa de
formas parasitarias, quer sejam ovos, larvas ou quistos. E recomendavel que o exame seja
feito em 3 amostras de fezes colhidas em dias diferentes, uma vez que a libertagio de
estruturas parasitarias nao é continua. No laboratério usamos um dispositivo com 3 secgoes

diferentes, que permite que todo o processamento da amostra seja realizado num ambiente
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fechado, com a ajuda de formalina que estabiliza os parasitas e os separa dos restos de
comida existentes. O dispositivo contém uma espatula, que permite a recolha da amostra,
um sistema de filtragao que separa as fezes dos parasitas e um tubo de centrifugagao, onde é
colocada a espatula com a amostra. Este vai a agitar no vortex durante um minuto e aguarda-
se uma hora antes de centrifugar durante dois minutos a 1000rpm. De seguida retira-se o
sobrenadante e observa-se o que se depositou ao microscopio, sendo que os parasitas e as
suas estruturas sao identificadas por comparacdo com um atlas. Os parasitas que se
encontram com mais frequéncia sao os quistos de Giardia lamblia, quistos de Entamoeba coli e

Entamoeba hartmanni, ovos de Enterobius vermicularis e ovos de Ascaris lumbricoides.

2.3.3. Exsudados:
No laboratério sao analisados diversos exsudados, sendo que a sua colheita é feita por

um técnico, enfermeiro ou pelo proprio médico, sob as condigoes necessarias.

e Pesquisa de Streptococcus do grupo B:

A pesquisa de Streptococcus do grupo B (apresentam uma B-hemolise) é feita em
mulheres gravidas, entre as 34 e 37 semanas de gestagao. Esta pesquisa é feita, uma vez que
estas bactérias podem colonizar as regioes genital e retal da mulher, nio lhe causando
qualquer problema, mas com elevado risco de infe¢oes neonatais, devido ao contacto com
estas bactérias durante o parto [10].

Assim, esta andlise é realizada usando 2 zaragatoas, uma para a regiao vaginal e a
outra para a regiao anal, e colocadas em meio de transporte, sendo que a mulher nao deve
fazer a higiene da regiao no dia da colheita, de forma a nao causar falsos negativos. Ambas as
zaragatoas sao semeadas em meio liquido Todd-Hewitt durante 24h e sao depois repicadas
para o meio STRB, durante 48h. Se houver crescimento neste meio, as colonias suspeitas
apresentam uma coloragao vermelha, no entanto, para identificar com certeza que se trata
de Streptococcus do grupo B, é feito um teste confirmatorio, usando o kit PASTOREX™
STREP da BIO-RAD, que pesquisa o antigénio especifico do grupo através de um antissoro
que contém o anticorpo correspondente coberto por particulas de latex. Esta reagao
necessita de uma enzima de extragao incubada durante |Omin a 37° com uma diluicao da
bactéria para que o antigénio fique livre para a reagao com o antissoro. Quando a reagao é

positiva observa-se aglutinagao e é feita a identificagao definitiva.
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e Exsudado vaginal:

A colheita do exsudado vaginal deve obedecer a alguns principios tais como a utente
nao estar menstruada, nao ter relagcoes sexuais nas 24h anteriores a colheita e nao ter
tomado antibidtico ou antimicotico nos 5 dias anteriores, e nao fazendo a higiene no dia da
colheita. O técnico responsavel por fazer a colheita deve também ter em atengao se a
utente esta gravida, se € uma crianga ou uma utente que ainda nao iniciou a atividade sexual,
e nestes casos nao deve usar o espéculo.

Para a colheita é necessario a recolha de duas zaragatoas distintas, sendo que cada
zaragatoa € introduzida até ao colo do utero. Uma das zaragatoas é seca e serve para fazer 2
laminas (coloragao de Gram e azul de metileno), para medir o pH e a qual se adiciona uma
gota de soro fisiologico, para a manter hidratada quando for mantida na estufa a 37°C, para
posterior exame direto para pesquisa de Trichomonas vaginalis. A outra zaragatoa é colocada
em meio de transporte de carvao e sera usada para semear a amostra nas Geloses de sangue
(COS), Chocolate, MSA e Gelose Candida.

Quando ¢ pedida a pesquisa de Mycoplasma hominis/Ureaplasma spp. ou Chlamydia sp.,
€ necessario fazer a raspagem do colo do utero, recolhendo o maior nimero de células
possivel, e a zaragatoa usada é colocada num tubo com um meio de transporte especifico.
No caso da pesquisa do DNA de Chlamydia sp. é usada uma zaragatoa seca especifica. O
primeiro passo a fazer é o exame direto em lamina para observar a presen¢a de células
epiteliais, leucocitos, bactérias, leveduras e o parasita Trichomonas vaginalis. De seguida é feita
a observagao dos esfregagos com coloragaio de Gram (ver Figura 3, que orienta a
identificagcao bacteriana nos diversos produtos biologicos) e azul de metileno. A sementeira
nos meios acima referidos orienta para a pesquisa de Neisseria gonorrhoeae (colonias
transparentes em gelose de Chocolate; diplococos Gram negativo dentro e fora de
leucocitos observados na coloragao de Gram), Streptococcus do grupo B (nas gravidas),
Candida spp. (C. albicans aparece com coldnias azuis em gelose Candida) e Staphylococcus (S.

aureus aparece com coldnias amarelas em Gelose de Manitol, como se pode ver na Figura

4a).
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Maorfologia das colonias no Gram
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Figura 3: Esquema do procedimento para ldentificacdo Bacteriana (Adaptado de [I1]).

Para confirmar se o crescimento em gelose MSA se trata de S. aureus, apos
observagao da lamina corada por Gram, é feito o teste da catalase, para distinguir entre
Staphylococcus sp. (catalase positivo) e Streptococcus sp. (catalase negativo). Este teste
consiste em colocar | gota de H*O” numa limina e adicionar uma colénia isolada da bactéria
a testar, de modo a observar formagao de bolhas de oxigénio. Se houver esta formagao de
bolhas, estamos perante Staphylococcus sp. e prosseguimos com os testes complementares de
identificagao, como € o caso do teste da coagulase. Este é feito através do kit PASTOREX™
STAPH-PLUS, deteta a presenga desta enzima, que se encontra nas estirpes de S. aureus,
através do uso de anticorpos, ligados a particulas de latex azul, dirigidos contra as estruturas
desta bactéria. Na presenga de S. aureus observa-se aglutinagio com o reagente Rl e
nenhuma aglutinagao com o reagente R2 (que funciona como controlo negativo), como se
pode observar na Figura 4b.

A existéncia de bacilos Gram positivos é indicativo de bacilos de Doderlein ou
lactobacilos, que sao tipicos da microbiota vaginal, produzindo acido latico que é essencial
para manter o pH acido da vagina.

O diagnostico de Gardnerella vaginalis € habitualmente feito pela observagao de “clue-
cells” no exame microscopico, por um pH> 4.5 e pelo teste da amina positivo (a adicao de
potassa caustica KOH 10% a zaragatoa revela um odor caracteristico a peixe podre).
Quando este é positivo nao é feito antibiograma, por nao ser viavel e a infecao é tratada

empiricamente com metronidazol [12].
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a) b)

Figura 4: a) S. aureus em gelose MSA; b) Teste da coagulase positivo para S. aureus.

Quando ¢ feita a leitura dos meios as 24h e 48h, de seguida é feita a identificagao das
coldnias no Vitek2, recorrendo a cartas de identificagao NH (Neisseria/Haemophilus), no caso
de suspeita de Neisseria gonorrhoeae, sendo o respetivo antibiograma feito no Instituto
Nacional de Saide Doutor Ricardo Jorge (INSA) por E-test. Na suspeita de Streptococcus sp.
e apos o teste de aglutinagado PASTOREX STREP positivo, € feita identificacao definitiva e o
antibiograma (ATB), recorrendo a cartas proprias no Vitek2.

Para o exame micoldgico é semeada uma gelose Sabouraud especifica, onde C. albicans
cresce em colonias azuladas, sendo que as restantes espécies de Candida sp. crescem com

outras cores, pelo que sao identificadas no Vitek2.

e Exsudado uretral:

Esta colheita deve ser efetuada preferencialmente antes da primeira micgao do dia ou
pelo menos 3h apos a Ultima micgao, nao podendo ser feita a higiene matinal desta zona e o
utente nao deve ter relagoes sexuais antes da colheita.

A colheita desta amostra é maioritariamente feita a utentes do sexo masculino, onde
o técnico de colheitas deve pressionar a uretra para colher a *“gota matinal” com uma
zaragatoa estéril, que sera usada para fazer 2 laminas para coloragao de Gram e de azul de
metileno, respetivamente. De seguida, tanto para utentes do sexo masculino como do sexo
feminino, introduzem-se 2 zaragatoas finas e flexiveis na uretra, com um movimento
rotativo, uma zaragatoa seca e a outra em meio de carvao. No caso de utentes do sexo
feminino, a primeira zaragatoa é usada para fazer 2 laminas como explicado anteriormente,
assim como para fazer o exame direto (onde se coloca uma gota de soro fisioldgico para nao
desidratar e se coloca na estufa a 37+1°C para pesquisa de Trichomonas sp. e para
observagao de células). A zaragatoa em meio de carvao € usada para a sementeira nos meios
de cultura adequados: Gelose de sangue, Gelose MSA, Gelose Candida, Gelose de
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MacConkey e Gelose Chocolate, onde ¢ feita a sua leitura apés 24h e 48 ou 72h (no caso da
Gelose MSA, Gelose Candida e Gelose Chocolate). O procedimento para a identificagao dos
microrganismos € o seguinte:

- Observacao de diplococos Gram negativo sugestivos de Neisseria gonorrhoeae nas
coloragoes de Gram e/ou azul de metileno e crescimento puro em gelose chocolate é feito
o teste da oxidase e se positivo, prosseguir para confirmagao da identificagao com carta NH
no Vitek2 e envio da placa semeada para o INSA, onde ¢ feito o antibiograma;

- Cultura pura em MacConkey com odor caracteristico de Pseudomonas sp., quando em
numero significativo, é feito o teste da oxidase e se este for positivo, € feita a identificagao
com carta GN e respetivo antibiograma;

- Coldnias verde-azuladas em gelose Candida identifica presuntivamente C. albicans,
sendo feita a identificacao definitiva no Vitek2, recorrendo a carta de identificacao ID YST,
assim como para coldnias de cor branca, tratando-se de outras espécies de Candida sp., onde

também é necessaria a identificagao no Vitek2 para saber a espécie presente.

e Exsudado faringeo:

A colheita deste exsudado pressupoe que o utente nao tenha comido ou feito a
higiene oral nessa manha. A colheita é feita com uma zaragatoa em meio de transporte
(meio de Stuart), onde esta deve ser raspada em toda a superficie da faringe e amigdalas,
evitando o contacto com as gengivas, lingua e saliva, de modo a evitar contaminagoes.

A partir desta zaragatoa é feito um esfregaco, que vai ser corado por Gram e a
zaragatoa é semeada em Gelose de sangue em atmosfera de CO,( pesquisa de bactérias
anaerobias facultativas como Streptococcus 8- hemolitico do grupo A de Lancefield, uma das
principais causas de faringite), meio de Sabouraud (pesquisa de fungos), Gelose MSA
(pesquisa de Staphylococcus aureus) e ainda em meio Todd-Hewitt (meio seletivo para
Streptococcus 8- hemolitico), sendo que este Ultimo vai ser repicado para Gelose de sangue as
24h. A leitura destes meios é feita as 24h e 48h de incubacao, segundo as etapas mostradas
na Figura 5.

O clinico prescritor pode ainda orientar para a pesquisa de Neisseria gonorrhoeae,
Bordetella pertussis ou Corynebacterium diphteriae, sendo que estes dois Ultimos sao semeados

em meios especificos por laboratorios subcontratados.
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Figura 5: Esquema de leitura de placas no exsudado orofaringeo para identificacdo bacteriana.

Apos a identificagao presuntiva, é feita a identificagao definitiva no Vitek2, utilizando
cartas GP (Gram positivas) para Streptococcus 8- hemolitico e S. aureus, seguido do respetivo
antibiograma. No caso de se tratar de uma espécie de Candida, apenas € feita a identificagao

da espécie, informando-se o clinico da mesma.

e Exsudado Auricular:

Esta amostra é colhida no canal auricular externo, por um técnico, usando uma
zaragatoa em meio de transporte. Esta é usada para fazer um esfregago em lamina, onde é
feita uma coloragao de Gram para observagao ao microscopio e para fazer a sementeira nos
meios de Gelose de Sangue (pesquisa de Streptococcus sp.), Gelose Candida, meio de
Sabouraud simples em rampa (pesquisa de fungos filamentosos, como é o caso de Aspergillus
sp.), Gelose MSA (pesquisa de Staphylococcus sp.), Gelose de MacConkey e Gelose de

chocolate (sendo que estes Ultimos vao ser encubados em atmosfera de CO,).
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Os meios sao lidos as 24h e 48h, sendo que no caso de alguns fungos com
crescimento lento, os meios sao lidos apds 5 dias. A sementeira destes meios esta orientada
para a pesquisa de Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Haemobphilus influenzae e
leveduras e o procedimento a seguir é:

- a-hemolise em Gelose de Sangue, aparecem colonias com halo esverdeado, cuja
identificagao presuntiva sugere S. pneumoniae, seguida de carta de identificagao e respetivo
antibiograma no Vitek?2;

- B-hemolise em gelose de sangue é feito o teste Slidex Strepto. A para identificagao
presuntiva de Streptococcus B-hemolitico, seguido de carta de identificagago GP (sera
explicado no préximo capitulo) e respetivo antibiograma;

- Colodnias transparentes em gelose chocolate € feita a identificagdo com a carta NH
no Vitek2, podendo tratar-se de Haemobphilus influenzae. O respetivo antibiograma é feito
manualmente por difusao, usando o meio ATB haemo, da bioMérieux;

- Coldnias amarelas em gelose MSA ¢é feito o teste Pastorex Staph Plus para
identificagao presuntiva de S. aureus, seguido de carta de identificagao GP e ATB com carta
AST-619;

- Colonias verdes-azuladas em gelose Candida identifica presuntivamente Candida
albicans, mas se obtivermos colonias brancas devemos fazer uma identificagao com carta YST
no Vitek2, para saber qual a espécie presente, sendo que o antibiograma apenas é feito
quando requisitado pelo médico prescritor;

- Fungos filamentosos em gelose Sabouraud sao identificados por observagao
microscopica com o auxilio de um atlas que relaciona o aspeto macroscopico das coldnias
com o aspeto microscopico, sendo o antifungigrama realizado no INSA;

- Coldnias grandes e transliucidas em gelose MacConkey e com um cheiro caracteristico
de Pseudomonas sp. é feito o teste da oxidase e se este for positivo, procede-se para a

identificacao com carta GN e ATB.

e Exsudado Nasal:
Esta colheita é feita com recurso a 2 zaragatoas finas e estéreis, uma para cada narina,
e colocadas em meio de transporte. A zaragatoa deve inserir-se na narina até aos cornetos
nasais e deve ser rodada contra a mucosa. O utente nao deve usar antibioticos ou sprays
nasais até 5 dias anteriores a colheita e nao devera assoar-se nos 30 minutos antecedentes a

mesma.

41



Com cada zaragatoa ¢€ feito um esfregaco para ser corado por coloragao de Gram e a
sementeira nos meios adequados: Gelose de sangue (Streptococcus sp.) incubado em
atmosfera de CO,, Gelose MSA (Staphylococcus aureus), Gelose Candida (leveduras), sendo
estes lidos as 24h e 48h de incubagao. O procedimento a seguir apos a leitura das placas esta

referido no topico anterior.

e Exsudado purulento:

Esta colheita é aplicavel a feridas e secregcoes, que nao as mencionadas
anteriormente, onde é usada uma zaragatoa estéril em meio de transporte. Esta vai servir
para fazer um esfregaco em lamina, que é corada por coloragao de Gram e, posteriormente,
para semear nos seguintes meios: Gelose de sangue (Streptococcus sp.), gelose MSA (S.
aureus), Gelose Candida (leveduras), Gelose de MacConkey (Enterobacteriaceae). Se o clinico
prescritor suspeitar de outras espécies que nao as acima mencionadas, este deve fazer essa
referéncia para que se utilizem os meios de cultura mais adequados (ex: Haemobphilus ducreyi,
Treponema pallidum, geralmente associados a feridas localizadas na regiao genital). O
procedimento a seguir apos a leitura dos meios as 24h e 48h é o indicado nos tépicos

anteriores.

2.3.4. Expetoragao:

Esta colheita deve ser feita em jejum, no periodo da manha, e apos lavagem com agua
previamente fervida e arrefecida, de modo a minimizar possiveis contaminagoes salivares. A
recolha deve ser feita apos tosse profunda e desprezando a saliva, para um contentor estéril.

A manipulagiao desta amostra deve ser feita numa camara de fluxo laminar, devido ao

elevado risco de contaminagao para o manipulador.
Quando é feito um pedido de andlise a expetoragao, este pode pedir um exame
bacteriolégico e/ou um exame para pesquisa de micobactérias e fungos. No primeiro caso
apenas é feita a sementeira nos meios de MSA (S. aureus), meio COS (S. pneumoniae), Gelose
de MacConkey (Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e outras Gram negativas),
sendo lidos as 24h, 48h e 72h.

No segundo caso, em que o pedido inclui também a pesquisa de micobactérias e
fungos, é feita primeiramente a analise bacteriologica acima descrita e, de seguida, faz-se uma
fluidificacao e descontaminagdo da amostra com recurso a reagentes do kit, que permite
eliminar microbiota comensal. De seguida, sao feitos dois esfregagos, um para corar por

coloracio de Gram e o outro por Ziehl-Neelsen. Esta segunda coloragao serve para o
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exame direto para pesquisa de bacilos acido-alcool resistentes (BAAR), como é o caso das
Micobactérias, onde se insere o Mycobacterium tuberculosis ou Bacilo de Koch (BK). As
Micobactérias nao crescem nos meios de cultura tradicionais, pelo que sao necessarios
meios como o de Lowestein-Jensen para semear a amostra [|3].

No caso da pesquisa de fungos filamentosos, a amostra é semeada em meio de
Sabouraud com cloranfenicol e gentamicina, sendo lido aos 5 dias.

No caso de pesquisa de BK, a amostra é semeada no meio de Lowenstein-Jensen, a
partir do sedimento do tubo centrifugado apos a descontaminagao, e fica a incubar 60 dias
na estufa a 36x1°C. Ao longo deste periodo de incubagao, vai-se observando o crescimento
das coldnias e devem arejar-se os tubos, aliviando a rosca, sem abrir o tubo (para entrada de
algum O%). Quando se observa crescimento de colénias com aspeto rugoso, esbranquicadas
e tipo “couve-flor” (ver Figura 6) , deve fazer-se novo esfregaco em lamina e corar por
Ziehl-Neelsen para confirmar a presenca de Mycobacterium tuberculosis, causador da

tuberculose.

Figura é: Colénias de BK em meio Lowestein-Jensen.

2.3.5. Amostras para exames micologicos:

Nas amostras para a pesquisa de fungos a partir de tecidos queratinosos, quer sejam
cabelo, unhas, pele ou outros, a sua colheita é feita com recurso a raspagem da zona afetada
e da sua periferia para uma caixa de Petri estéril, de modo a tentar recolher fungos
saprofitos e Dermatofitos (organismos que se alimentam de matéria organica em
decomposigao e queratina, respetivamente).

O primeiro passo consiste no exame direto com dissolugao de um pouco da amostra
numa solugao de hidréxido de potassio (KOH), durante 10 a 30min, para que a queratina
seja parcialmente digerida e observagao ao microscopio para ver se existem leveduras ou
hifas. De seguida, é feita a sementeira da amostra em meio de Sabouraud com antibioticos
(cloranfenicol e gentamicina), de modo a inibir o crescimento bacteriano, em Sabouraud com

actidiona e cloranfenicol, que inibe algumas leveduras e fungos contaminantes, e também em
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Sabouraud liquida, sendo estes incubados durante um més, sendo feita a observagao dos
mesmos a cada cinco dias. Caso se observe crescimento, faz-se uma repicagem para meio de
Malte e espera-se que cres¢a um micélio aéreo que permita a identificagao dos fungos. Além
do recurso a morfologia macroscopica dos mesmos, a velocidade de crescimento, é feita a
observagao microscopica dos micélios, colocados sob uma lamina com o auxilio de fita cola
(para nao estragar as estruturas) com uma gota de azul de lactofenol (cora estruturas
fungicas).

A excegao a sementeira em meio de cultura ocorre na suspeita de pitiriase
versicolor, provocada por Malassezia furfur, uma vez que esta nao cresce nos meios de
cultura utilizados, sendo a observagao direta de hifas com esporos em cacho o diagnéstico

definitivo [14].

2.4.1dentificagao bacteriana e Antibiograma:

Apos a leitura dos meios e a execugao dos testes complementares, segue-se a
identificacao definitiva das espécies e respetivo antibiograma, quando este se aplica. No
Labeto estas etapas sao realizadas num aparelho semiautomatico, o Vitek2 da BioMérieux,
que utiliza cartas com diversos substratos, no caso das cartas de identificagao, e que através
de reagoes colorimétricas revelam a espécie presente (o proprio equipamento executa os
testes e faz a leitura das cartas, passando os dados diretamente para o sistema informatico).

No que toca as cartas para testar a sensibilidade aos antibidticos, cada carta contém uma
gama de antibioticos, de acordo com as normas EUCAST e CLSI, que se adequam a
determinado grupo de bactérias, pelo que a escolha da carta adequada ao tipo de bactéria é
fundamental. O equipamento dispoe ainda de um sistema avangado que incorpora as regras e
fenotipos estabelecidos pelas entidades referidas anteriormente, o que leva a que sempre
que surja uma resisténcia desconhecida, este emita um resultado incoerente, permitindo ao
técnico reavaliar o tipo de carta usada ou ainda emitindo uma chamada de aten¢ao quando
surgem microrganismos alerta (por exemplo, aparecimento de novas resisténcias,
organismos multirresistentes ou organismos de reporte obrigatério), que tém de ser
reportados ao INSA e ao SINAVE (Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica, no qual é
necessario notificar doencgas de declaragao obrigatéria).

As amostras a serem analisadas neste aparelho sao primeiramente preparadas num
aparelho, o Smart Carrier do mesmo fornecedor, onde siao colocados tubos para serem
feitas diluicoes das amostras, a partir dos meios de cultura previamente semeados. O

suporte funciona em pogos aos pares, isto &, no primeiro poco é feita a identificacio da
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bactéria, num tubo inoculado a 0.5-0.63 MacFarland (para Gram positivas e Gram negativas)

e no segundo pogo é feito o antibiograma correspondente (ver Tabela 3).

Tabela 3: Tipo de carta de identificacdo e de suscetibilidade aos antimicrobianos consoante o tipo
de bactéria e o produto analisado.

Urina ID GN AST-N359

Bacilos Gram negativo -5 o o odutos ID GN AST-355

Pseudomonas e Bacilos
Gram negativos | ---------- ID GN AST-373
multirresistentes

AST-P648
(Staphylococcus  sp.),
AST-P586

Cocos Gram positivos | =--------- ID GP (Enterococcus  sp.) e
P503 (S. agalactiae,
Streptococcus B-
hemolitico)

Neisseria sp,

Haemophilus sp ou | ----------- [0 = [ ———

Moraxella

Leveduras | mmemmeeeee- IDYST = | e

2.5.Controlo de Qualidade:

O controlo de qualidade dos reagentes e equipamentos é fundamental para a confianga e
fiabilidade dos resultados, pelo que este é um dos fatores de maior importancia no Labeto.
Para isso, sao feitos dois tipos de controlos: o controlo interno, feito com regularidade e
por comparagao com valores conhecidos; e o controlo externo, feito através da participagao
em Programas de Avaliagio Externa da Qualidade do INSA, nas areas da Microbiologia,
Micologia e Parasitologia.

O controlo de qualidade interno é feito nos corantes usados para as coloragoes, através
do uso de estirpes referéncia de S. aureus e E.coli, e nos meios de cultura, usando estirpes
ATCC (American Type Culture Collection). Sao também usadas estas estirpes para o controlo
das cartas AST do Vitek. Os testes complementares usados para a identificagao presuntiva
contém ja nos seus kits os controlos positivos e negativos, que sao testados cada vez que é

feito o teste [I5].
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2.6.Caso Clinico:

Um utente do sexo masculino, com 86 anos, apresenta-se no laboratério com dores no
ouvido esquerdo levando o médico a suspeitar de uma infecio. E pedido um exsudado
auricular deste mesmo ouvido, que é colhido com uma zaragatoa em meio de cultura. A
partir desta é feita uma lamina para observagao e sao semeadas os seguintes meios: Gelose
Sangue, gelose MSA e Gelose MacConkey. Ao fim de 24h foi feita a leitura dos meios e o

que se observou pode ver-se na Figura 7.

b) o)

Figura 7: Leitura dos meios as 24h de incubagdo: a) 2 coldnias distintas em COS; b) | tipo de
colénias em Gelose MacConkey; c) | tipo de colénia em MSA.

Uma vez que na gelose COS se observaram dois tipos de colonias distintas, o passo
seguinte foi repicar uma coldnia isolada de cada para CPSE (meio cromogéneo), assim como
uma coldnia isolada dos meios de MacConkey e MSA, ficando a incubar durante 24h.

No dia seguinte fez-se a leitura das repicagens para CPSE e obtiveram-se os

resultados observados na Figura 8a.
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2) <)

Figura 8: a) Leitura do meio CPSE apds 24h; b) Teste de aglutinagdo STAPH. Plus positivo; c) Teste
da oxidase positivo.

Apos a repicagem observam-se duas colonias distintas com diferente morfologia e
cor, ambas crescem em Gelose de Sangue (COS), uma vez que se trata de um meio muito
rico, mas pouco seletivo. A espécie que cresce em gelose MSA, tornando o meio amarelo, é
indicativo da presenca de S. aureus, pelo que é feito o teste de aglutinagao STAPH Plus, onde
se obteve um resultado positivo. A Gelose de MacConkey é seletiva para bactérias Gram
negativas, podendo tratar-se de uma Enterobacteriaceae, de Pseudomonas sp. ou outra espécie.
Quando é feita a repicagem para CPSE, as coldnias crescem com uma cor acastanhada e tém
um odor caracteristico, tipo sabonete, fazendo suspeitar de uma Pseudomonas sp.. Fez-se
entaio o teste da oxidase, que deu positivo (aparece cor violeta), permitindo uma
identificagcao presuntiva da espécie.

O passo seguinte consiste em fazer a identificagao definitiva das espécies e respetivo
teste de suscetibilidade aos antimicrobianos, recorrendo a uma carta ID GP e AST-P648
(para a primeira espécie) e a uma carta ID GN e AST-N373( para a segunda espécie). Os
resultados que se obtiveram foram de encontro as nossas suspeitas:

I) A primeira espécie foi identificada como S. aureus, com o respetivo ATB: estirpe
sensivel a penicilina, meticilina, cefoxitina, gentamicina, imipenemo, vancomicina, tetraciclina,

trimetoprim + sulfometoxasol e resistente a eritromicina e clindamicina.

2) A segunda espécie foi identificada como Pseudomonas aeruginosa com o respetivo

ATB:
sensivel a piperacilina + tazobactam, ceftazimida, aztreonam, imipenemo, meropenemo,

amicacina, gentamicina, tobramicina, ciprofloxacina , levofloxacina e resistente a ticarcilina.
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Esta espécie é naturalmente resistente a ampicilina, amoxicilina + acido clavulanico,

cefazolina, cotrimazol, entre outros.

3. Hematologia:

Na secgao da Hematologia sao analisadas amostras de sangue total, obtidas para tubos
com anticoagulante EDTA tripotassico. Nesta secgao sao feitos os hemogramas, com
contagem diferencial, quantificacao da hemoglobina glicada (parametro bioquimico),
eletroforese das hemoglobinas (para detecao de hemoglobinopatias), velocidade de

sedimentagao e identificagao do grupo sanguineo.

4. Imunologia:

No laboratoério Labeto, a Imunologia tem uma seccao propria. No entanto, existem
certas analises que sao feitas com recurso a técnicas imunologicas noutras secgoes, como €
o caso da Serologia Infeciosa e da Auto-lImunidade. No presente relatério irei focar-me
nestas Ultimas. Para esta secgao sao utilizadas amostras de soro, obtidas por centrifugacao a

3000 rpm durante 10 minutos, apos formacao e retragao do coagulo.

4.1.  Serologia Infeciosa:

E nesta seccio que se detetam anticorpos especificos para os agentes etioldgicos
pesquisados. Esta detegao é feita através da formacgao de agregados visiveis resultantes da
interagao dos anticorpos presentes na amostra com os antigénios especificos, que se
encontram a superficie de particulas (por exemplo: particulas de carvao). Para todos estes
testes sao feitos controlos negativos e positivos para assegurar a validade dos resultados
(controlo de qualidade interno). Sendo que nao é usado qualquer aparelho automatico e é
tudo feito manualmente, é essencial um olho treinado para visualizar as subtis mudangas na

reagao.

4.1.1. VDRL (Venereal Disease Research Laboratory ou teste nao treponémico)

Esta andlise é pedida quando existe uma suspeita de infecao por Treponema pallidum,
causador da sffilis, ou por rotina, em gravidas. Neste teste pretende-se pesquisar no soro do
utente a presenga de reaginas, que sao anticorpos que reagem com cardiolipinas que se
encontram a superficie de particulas de carvao do reagente.

Se o soro do utente tiver reaginas, estas vao aglutinar com o antigénio (cardiolipinas)

e formar particulas visiveis suspensas na gota. Sempre que este teste der positivo, isto &,
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sempre que houver aglutinagao, sao feitas diluicoes sucessivas para ser dado o resultado em
titulo. No entanto, este teste pode originar falsos positivos, uma vez que as cardiolipinas sao
antigénios presentes na superficie de varios microrganismos além de Treponema sp.,
ocorrendo entao reatividade cruzada, dai que este seja um teste nao treponémico. Assim,
sempre que o VDRL é positivo, devem ser feitos testes treponémicos, como é o caso do
TPHA (Treponema pallidum Hemaglutination Assay) e do FTA-ABS (Fluorescent Treponemal
Antibody Absorption ) [16].

4.1.2. Reagao de Widal

Este teste é feito quando existe uma suspeita de febre tiféide ou paratifoide,
provocadas pela Salmonella typhi e paratyphi, respetivamente. Através da pesquisa de
anticorpos no soro do utente, contra os antigénios O, H, A e B (os dois primeiros de
Salmonella typhi e os segundos de Salmonella paratyphi). Deve fazer-se este teste para
diferentes titulos de amostra, sendo que no laboratorio é feito para 40uL, 20pL, 10uL e 5uL
sendo o resultado dado tendo em conta o ultimo titulo em que a reagao foi positiva, como
se pode observar nas Figuras 9 e 10 [17]. Este teste, quando positivo, deve ser confirmado

com o isolamento do microrganismo numa amostra de fezes, urina ou outro.

P

Figura 9: Reagcdo de Widal positiva para o antigénio O.

Figura 10: Resultado em titulo do Teste de Widal.
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4.1.3. Reagao de Rosa Bengala

A brucelose é uma doenga tipicamente zoondtica, mas que pode também afetar
humanos, quando em contacto com 4 espécies bacterianas: Brucella melitensis, Brucella
abortus, Brucella suis e Brucella canis. O maior problema desta doenga em humanos é o facto
de nao apresentar sintomas especificos, pelo que o diagnostico através de testes
imunologicos é fundamental, sensivel e rapido e, em caso positivo, e apos confirmagao por
outros testes, tem de ser obrigatoriamente reportado a DGS.

O primeiro passo do diagnéstico consiste no Teste de Rosa Bengala, que utiliza o
antigénio de Brucella sp. ligado a um corante rosa. Se o soro do utente tiver aglutininas de
Brucella sp., o Ag ligado ao corante vai ligar-se as aglutininas e o resultado do teste é positivo.
O Teste de Rosa Bengala é altamente sensivel, nao implicando o isolamento do
microrganismo em causa, que € altamente patogénico e implica um elevado nivel de
seguranga por parte do manipulador. No entanto, este teste quando positivo tem de ser
confirmado por outros testes, como o teste de Wright (mais especifico), que consiste num
teste de aglutinagao em tubo com diluigdes progressivas e que deteta Acs IgM (fase aguda da

doenga), embora apenas dé o resultado apds 24 horas [18].

4.1.4. Teste de Paul-Bunnel

O Teste de Paul-Bunnel é feito para pesquisar a presenca de anticorpos heterofilos
(produzidos em resposta a antigénios nao especificos) no soro humano. Estes anticorpos
encontram-se presentes em situagoes de mononucleose infecciosa, provocada pelo virus
Epstein-Barr, apesar de nao serem especificos. No soro de uma pessoa saudavel existem
aglutininas naturais anti-hemacia de varias espécies, sendo que estas aumentam no decurso
da existéncia de mononucleose infeciosa. No caso do teste de rastreio anterior ser positivo,
é feito o Monospot test, que permite distinguir os anticorpos associados a mononucleose

infeciosa de outros anticorpos heterdfilos [18].

4.1.5. Reacao de Weil-Felix

Esta reagao pretende pesquisar anticorpos anti-Rickettsia (responsaveis pela febre Q,
tifo epidémico, etc) no soro humano, baseando-se numa reatividade cruzada entre estes
anticorpos, produzidos em resposta a infecao aguda por Rickettsia sp, e os antigénios (OX-2,

OX 19 e OX-K') de algumas estirpes de Proteus sp. Assim, sao usados 3 reagentes, cada um
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com um destes antigénios, aos quais se vai adicionar o soro do utente. Se houver aglutinagao

a reagao € positiva [18].

4.1.6. Reacao de Waaler-Rose

Este teste é feito com o kit Waaler Rose Slide-Test da BioMérieux, que deteta os
fatores reumatoides de classe IgM no soro humano. Os fatores reumatoides sao
imunoglobulinas presentes no soro de pessoas com poliartrite reumatoide e que aglutinam
globulos vermelhos de carneiro cobertos de IgG de coelho. Os fatores reumatoides sao
auto-anticorpos dirigidos contra o fragmento Fc das IgG humanas

A pesquisa deste fatores é auxilia o diagnostico da poliartrite reumatoide, apesar
destes nao serem especificos da doenga e poderem ser encontrados em outras doengas
(exemplo: lupus eritematoso disseminado, hepatite, cirrose do figado e sffilis).

O teste consiste num circulo onde se coloca o controlo positivo e em dois circulos
onde se coloca a amostra. Ao controlo e a uma das amostras adicionamos hemacias de
carneiro sensibilizadas com y globulinas de carneiro e a outra amostra adicionamos hemacias
de carneiro nao sensibilizadas (vai permite eliminar interferéncias devido a presenga de
aglutininas naturais, funcionando como controlo negativo).

De seguida, homogeneiza-se a mistura com um agitador e observa-se o slide. A
aglutinagao da amostra com as hemacias sensibilizadas e a nao aglutinagdao com as hemacias
nao sensibilizadas permite identificar a presenca de fatores reumatoides, sendo que o

controlo positivo deve sempre aglutinar, de modo a tornar o teste viavel.

4.2 Auto-imunidade:

Neste setor é feito o estudo seroldgico de doengas autoimunes e de algumas
doengas infeciosas, através de técnicas manuais e automatizadas, com base na pesquisa e
doseamento de anticorpos e autoanticorpos em amostras de soro. Em alguns casos, a
presenca de determinados autoanticorpos pode representar uma especificidade de 95% para
o diagnéstico, noutros casos a especificidade é de apenas 49% ou menos.

Nesta secgao, as metodologias usadas sao: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), Imunofluorescéncia Indireta e Immunoblot. De forma a rentabilizar o equipamento e
os reagentes, a frequéncia de realizagdo dos diversos parametros é variavel. Todas as

amostras nao realizadas no proprio dia da colheita sao refrigeradas entre os 2°C e os 8°C.
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No final desta sec¢ao apresento um caso clinico que tive a oportunidade de analisar
durante o periodo de 2 semanas em que estive nesta seccao e que achei interessante

apresentar.

4.2.1. Doencas Autoimunes:

O Sistema Imunitario (SI) é o sistema de defesa do nosso organismo contra
invasores externos, como bactérias, virus ou parasitas. No entanto, devido a um
funcionamento anormal do S, este nao distingue o “self’ do “non-self’ e ataca elementos do
proprio organismo, como células, tecidos ou orgaos, desencadeando assim doengas
autoimunes (DAI) ou até mesmo cancro. As DAI tém uma maior predominancia nas
mulheres (em algumas doengas sao cerca de dez vezes superiores em comparagao com os
homens), devido a influéncia hormonal no Sl, nomeadamente dos estrogénios. As DAI sao

uma das dez principais causas de morte em mulheres com menos de 65 anos [19].

As DAI podem ocorrer devido a disfungoes nas células T, que atacam os tecidos do
proprio organismo (ex: Diabetes mellitus tipo |, Artrite Reumatodide, etc), ou devido a
produgao de Acs pelas células B, que nao reconhecem os tecidos do proprio e produzem
Acs dirigidos contra o proprio organismo (ex: Lipus Eritematoso Sistémico). E neste
segundo tipo de DAI que nos focamos na secgao da Autoimunidade.

Existem dois tipos de DAI: as especificas de 6rgao, em que os Acs produzidos tém
como alvo um Ag que sé existe em determinado 6rgao ou tecido, afetando apenas o mesmo,
e as DAI sistémicas, onde os Acs tém afinidade para um Ag que se encontra presente em
varios tecidos ou orgaos diferentes, pelo que a acumulagao dos complexos Ag-Ac podera

provocar danos de forma generalizada [19].

4.2.2. Imunoensaios usados em Autoimunidade:

e ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

No laboratério Labeto é usada a técnica de ELISA indireta para pesquisar anticorpos
especificos no soro dos utentes, sendo feita no aparelho EUROIMMUN Analyzer 1-2P, da
EUROIMMUN. Esta técnica é usada para quantificar os Acs ENA (Antigénios Extraiveis do
Nucleo), anti-dsDNA, anti-gliadina (IgA), anti-transglutaminase (IgA) e anti-cardiolipina (IgA,
IgG e IgM).

Nesta técnica, a amostra diluida é incubada num po¢o de uma microplaca que se

encontra revestido com Ag especificos para os Acs que se estao a pesquisar. Apos a lavagem
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para retirar os Acs que nao se ligaram, é adicionado um segundo Ac conjugado com uma
enzima (peroxidase), que se vai ligar ao Ac presente na amostra. Apos uma segunda lavagem
para remover o segundo anticorpo que nao se ligou, é adicionado um substrato cromogéneo
sob o qual a enzima vai atuar, resultando numa alteracao da cor do meio (Figura 11). A
intensidade da cor do meio vai ser proporcional a concentragao dos anticorpos na amostra
do utente, que pode ser quantificada através de uma curva-padrao que tem por base

concentragoes conhecidas de Ac e é medida por espectrofotometria.

) Indirect ELISA

—_—
wash wash wash
Antigen- Add specific Add enzyme- Add substrate (5)
coated well antibody o be conjugated and measure
measured secondary color
antibody

Figura I |: Esquema da técnica de ELISA indireta (Adaptado de Kuby Immunology 8°d).

e Imunofluorescéncia indireta:

A IFl é uma técnica que usa moléculas fluorescentes ligadas a Acs anti-imunoglobulinas
humanas para detetar a presenga de Acs nas amostras dos utentes. Estas moléculas ou
fluorocromos tém como caracteristica o facto de absorverem a luz a um determinado
comprimento de onda e de a emitirem a um comprimento de onda superior, sendo as mais
usadas a fluoresceina, a ficoeritrina e a rodamina. [20]

No Labeto é usada a fluoresceina como fluoréforo, que absorve a luz a 490nm e emite a
517nm. A técnica é realizada num aparelho automatico da EUROIMMUN, o EUROIMMUN
IF Sprinter, que dilui as amostras em tampao PBS (1:160) e as coloca em laminas de
fluorescéncia que contém substratos de Ag como células, secgoes de tecido ou outros
elementos (Figura 12). De seguida, é adicionado o conjugado, que contém um segundo Ac
marcado com a fluoresceina. Se a amostra for positiva, o Ac pesquisado liga-se ao Ag que
esta no substrato da lamina, formando um complexo Ag-Ac, ao qual se vai ligar, de seguida,
um segundo Ac (fluorescein-labelled anti-human antibodies), que permite que a fluorescéncia
seja vista num microscopio de fluorescéncia e a analise semi-quantitativamente (através de
titulagoes).

No Labeto esta técnica é usada para a pesquisa de Acs anti-Mitocondriais (AMA),
anti-Nucleares (ANA), anti-Citoplasma de Neutrofilos (ANCA), anti-Musculo Liso (ASMA),
anti-Células Parietais (APCA), anti-Liver/Kidney (LKM) e anti-Treponema pallidum.
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Figura 12: Técnica de IFl. a) Ldmina de fluorescéncia com substrato; b) Aparelho de
imunofluorescéncia EUROIMMUN IF Sprinter.

e Immunoblot:
Esta é uma técnica que permite a detegao de varios Acs simultaneamente, através do uso
de tiras que contém Ags especificos e purificados a revestir linhas paralelas da tira. Apos a
diluicdo da amostra a analisar, esta é adicionada ao suporte onde se encontra a tira. Se a
amostra contiver os Acs que se estao a pesquisar, estes vao ligar-se aos Ags que se
encontram acoplados a tira, formando um complexo. Apds incubagao e lavagem do excesso
de Acs nao ligados e para este complexo poder ser detetado, é adicionado um conjugado,
que contém Acs anti-IgG humanos ligados a uma HRP (horse-radish peroxidase). Finalmente,
apos nova lavagem, é adicionado um substrato cromogéneo, sob o qual a enzima atua, que
altera de cor nas linhas paralelas onde se formaram complexos Ag-Ac.
No Labeto sao usados diversos Immunoblots “Euroline” da EUROIMMUN. Os
resultados sao avaliados usando um software especifico, o “EuroLineScan”, que quantifica a
intensidade das bandas positivas reveladas apos a adicao do substrato, como se pode ver na

Figura 13.

LI e B ] RS
m.ll,--,----wli-------‘
e wm
Oream mm
TR mw

54



b)

Figura 13: Leitura dos Immunoblots por EurolineScan: a) Tiras de Immunoblot; b) Resultados
obtidos pelo EuroLineScan.

4.2.3. Testes laboratoriais associados a Doencas Autoimunes:

e Anticorpos Anti-Nucleares (ANA) por IFl:

Os AAcs ANA sao um grupo heterogéneo de autoanticorpos dirigidos contra uma
grande variedade de Ags do nucleo. A pesquisa destes Acs deve ser feita quando ha suspeita
de DAls, pois auxilia o seu diagnostico, juntamente com outros testes complementares
(velocidade de sedimentagao, proteina C reativa, proteinas do complemento, etc). Apesar de
nao ser especifica de nenhuma DAI em particular, estes Acs encontram-se presentes no
Lapus Eritematoso Sistémico (LES), no Sindrome de Sjogren, na Doenga Mista do Tecido
Conjuntivo (DMTC), nas Dermatomiosites, na Colangite Biliar Primaria (CBP), nas

Escleroses, entre outras [21].

A técnica usada para a pesquisa destes AAcs é a IFl, que é o método de referéncia por
exceléncia, uma vez que permite detetar simultaneamente um grande nimero de AAcs,
através dos seus padroes de fluorescéncia, tendo uma sensibilidade de aproximadamente
100%. Esta técnica utiliza como substrato células HEp-2 (linha celular originaria do epitelioma
humano tipo 2, que tem nlcleos grandes e elevada taxa de divisao, permitindo ver os
nucleos em diversas fase de mitose) [21]. Os diferentes AAcs produzem um padrao de
fluorescéncia tipico, que é visualizado num microscépio de fluorescéncia. O componente

celular no qual o Ag se encontra determina o padrao de fluorescéncia. Alguns padroes sao
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bastante sugestivos dos Acs associados, contudo é necessario a sua confirmagao com testes
mono-especificos, como o Immunoblot.

O laboratoério Labeto reporta os padroes de fluorescéncia segundo o ICAP
(International Consensus in ANA Patterns), onde 29 padroes distintos de fluorescéncia de ANA
podem ser reportados (Figura 14; ver nos Anexos um quadro com um exemplo de cada

padrao de fluorescéncia segundo o ICAP).

HEp-2 cell patterns

___| Competent-Level
|__|Expert-level report
| © |Metaphase plate is stained

Figura 14: Padrées de fluorescéncia reportados pelo ICAP.

Além do padrao de fluorescéncia, também é reportada a titulagao dos Acs detetados.
As amostras sao diluidas em PBS em 1:160, pelo que os resultados obtidos na fluorescéncia
sao dados em fungao desta diluicao, isto é, como negativos ou positivos com titulo |:160,
1:320, 1:640 ou >1:640. Sempre que uma amostra tem um titulo igual ou maior a 1:640, sem
qualquer historico, é feita nova diluicado da amostra para confirmar a intensidade da
fluorescéncia. O resultado pode ser confirmado por métodos mais especificos, como é o
caso de ELISA e/ou Immunoblot, quando o prescritor assim o pedir, especificando entao os
Acs que pretende que se pesquisem.

Geralmente, titulos baixos de 1:160 podem ser detetados em certos grupos, como
gravidas, idosos, doentes neoplasicos e outras patologias que nao DAI, nao tendo qualquer

significado clinico.
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e ANA por ELISA (ENA):

A determinacao dos Acs ANA por ELISA permite determinar a presenga de Acs anti-
Nucleares Extraiveis do Nucleo (ENA) através de uma pool de 7 Ags nucleares especificos,
que foram os primeiros a serem identificados: SSA (Ro), SSB, Sm, Scl-70, Jo-I, RNP e
Centromero. Esta técnica serve como um complemento a técnica de pesquisa de ANA por
IFl, uma vez que permite identificar os AAcs especificos presentes na amostra do utente,
podendo auxiliar o diagnostico de uma DA [22].

Apesar da IFl ser o método de referéncia para a pesquisa do ANA, existem raros casos
de falsos negativos para os Acs. SSA (Ro), Jo-I e Proteina P ribossomal. Deste modo,
quando estes sao solicitados pelo clinico, também é executado o teste de screening de
ELISA em simultaneo. Caso o resultado deste teste seja positivo, € sempre confirmado por

Immunoblot, cuja especificidade é maior-.

e ANA por Immunoblot:

Esta técnica é feita quando é solicitada a pesquisa individual de determinados AAcs ou
para confirmac¢ao de um resultado obtido por IFl e/ ou ELISA.

No Labeto é usado o kit Euroline ANA Profile 3 da EUROIMMUN, que contém |4 Ags
diferentes na tira, permitindo identificar os AAcs que reagem com estes. Sao estes os Ags
contidos na tira: AMA M2, Proteina P Ribossomal, Histonas, Nucledsidos, dsDNA, PCNA,
CENP-B, Jo-1, PM-Scl, SS-B, SS-A, Ro-52, Sm e nRNP/Sm.

4.2.3.1. Lapus Eritematoso Sistémico:

e Anticorpos anti-dsDNA:

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma DAI sistémica que se caracteriza pela
acumulagao de imunocomplexos Ag-Ac nos capilares de diversos 6rgaos, como os rins, a
pele, as articulagoes e o tecido sanguineo, sendo predominante em mulheres, entre os |15 e
os 40 anos. A causa para o aparecimento desta DAI ainda é desconhecida, assim como em
varias outras DAls.

O diagndstico do LES é feito segundo critérios de diagndstico do American College of
Rheumatology, sendo que a presencga do Ac anti-dsDNA integra estes critérios. Estes Acs tém
como o alvo o DNA de dupla cadeia e sao muito especificos do LES. A quantificagao deste
Ac é também extremamente util na monitorizacao da doenga em utentes ja diagnosticados

[23].
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A determinagao e quantificacao destes Ac anti-dsDNA ¢ feito no Labeto com recurso a
técnica de ELISA, acima descrita. Esta quantificacao € conseguida através do uso de 3
calibradores com diferentes valores do Ac, que permitem fazer uma curva padrao, sendo
que o teste é considerado positivo quando o valor dos Acs é superior a 100. A
determinagao destes Acs por ELISA é bastante sensivel, mas tem menor especificidade, pelo
que um resultado positivo deve ser confirmado por um ANA positivo com mitoses positivas

ou por outras técnicas mais especificas (Acs. anti-dsDNA por IFl ou por radicimunoensaio —

RIA).

4.2.3.2. Vasculites:

e Anticorpos Anti-Citoplasma de Neutrofilos (ANCA):

Os Acs ANCA tém como alvo os granulos citoplasmaticos dos neutrofilos e monocitos,
induzindo danos necroéticos a nivel vascular, sendo por isso marcadores serolégicos de
vasculites dos pequenos vasos, como a granulomatose de Wegener e a poliangite
microscopica.

As vasculites caracterizam-se por uma inflamagao da parede dos vasos e posterior
necrose, devido a uma acumulagao de imunocomplexos, levando a situagao de isquémia. Este
fenomeno pode ocorrer em qualquer tipo de vaso, de qualquer 6rgao. Consoante o calibre
do vaso afetado, as vasculites classificam-se como: Vasculites dos grandes, médios ou
pequenos vasos, sendo que os ANCA sao mais especificos deste Ultimo tipo [24].

No Labeto, estes Acs sao detetados recorrendo a técnicas de IFl, em que o substrato
usado sao neutrofilos nao segmentados fixados em etanol e formaldeido. O kit utilizado
(fornecido pelo EUROIMMUN) contém ainda células HEp-2, para permitir uma distingao
entre a fluorescéncia dos AAcs. ANA e dos AAcs. ANCA, que por vezes se torna dificil de
diferenciar [24].

Os granulocitos fixados com etanol podem apresentar dois padroes de fluorescéncia,
uma fluorescéncia granular distribuida de forma regular por todo o citoplasma (cANCA,
PR3), e uma fluorescéncia densa em torno do nucleo, chamada de fluorescéncia perinuclear
(PANCA, MPO), uma vez que durante a fixagao das células, os seus granulos se difundem
para a membrana nuclear, originando este padrao (Figura |5 — a), b) e c)) [24]. A fixacao dos
granulocitos por etanol permite assim distinguir um padrao cANCA (tipico da
Granulomatose de Wegener) de um padrao pANCA (mais tipico de poliangite

microscopica).
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Em granulécitos fixados com formaldeido, pode observar-se uma fluorescéncia granular
distribuida uniformemente sobre todo o citoplasma das células. Se nao houver fluorescéncia
nos granulocitos fixados com formaldeido, podem estar presentes outros Acs., como é o
caso dos Acs. anti-elastase, anti-lactoferrina, anti-lisozima, B-glucoronidase e catepsina G,
dando entao origem aos pANCA formol sensivel ou pANCA atipicos, que podem estar
presentes em doengas inflamatorias do intestino (ex: Colite ulcerosa, Doenga de Chron ou

Colangite Esclerosante Primaria) [25].

Normal cANCA pANCA

a) b) ‘)

Figura 15: Padrées de fluorescéncia de ANCA em granuldcitos fixados em etanol: a) ANCA negativo;
b) cANCA; ¢) pANCA.

No laboratério é usado o teste de IFl da EUROIMMUN “EUROPLUS — Granulocyte
Mosaic 13”. Os resultados com fluorescéncia positiva siao confirmados com um teste
monoespecifico anti-PR3 e/ou MPO (Immunoblot). Sempre que estamos perante um pANCA
atipico reportamos esse resultado ao clinico prescritor, sugerindo a pesquisa e identificagao
dos Acs. ANCA ainda nao pesquisados (elastase, catepsina G, lactoferrina, lisozima e

Bacterial Permeability-Increasing Protein).

4.2.3.3. Colangite Biliar Primaria (CBP):

e Anticorpos Anti-Mitocondria (AMA):

A Colangite Biliar Primaria (CBP) é uma doenga autoimune hepatica, que se caracteriza
por uma colestase croénica, devido a uma inflamagao e destruigao dos canais biliares causados
pelo ataque das células T do individuo as células epiteliais hepaticas. Esta DAI ocorre
maioritariamente em mulheres com idade superior a 50 anos e os sintomas principais sao a
fadiga, um prurido generalizado ou limitado as extremidades. Numa fase mais avangada da

doenga pode aparecer ictericia e secura dos olhos e da boca.
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O diagnostico seroldgico mais comum e especifico da CBP é a pesquisa dos
Anticorpos Anti-Mitocondria (AMA), que sao anticorpos heterogéneos que tém como alvo
diferentes componentes mitocondriais. A detegao destes Acs faz praticamente o diagnodstico
de CBP, juntamente com uma bidpsia do figado e com um valor de fosfatase alcalina
continuamente elevado [26].

Atualmente sao conhecidos nove Ags mitocondriais (M| ao M9), sendo que os Acs
anti-M2 (Acs anti- complexo ATPase) sao os mais especificos da doenga, estando presentes
em 95% dos casos de CBP. A IFl pode ser a técnica usada para detetar os AAcs AMA, que
apresentam um padrao de fluorescéncia caracteristico, com uma marcagao intensa das
mitocondrias no citoplasma das células. O substrato usado nas laminas de fluorescéncia
contém cortes de rim, estomago e figado de rato (muito ricos em mitocondrias), sendo que
a fluorescéncia difere consoante o substrato usado (Figura |6).

A confirmagao da presenga destes AAcs deve ser sempre feita por outros métodos

mais especificos, como a ELISA ou o Immunoblot.

2) b) <)

Figura 16: Padrdes de fluorescéncia de AMA em diferentes substratos: a) Citoplasmatico uniforme
em corte de estbmago; b) Granular em corte de figado; c¢) Granular em corte de rim.

4.2.3.4. Hepatite Autoimune:

A Hepatite Autoimune (HAI) é uma doenga cronica, de causa desconhecida, que se
caracteriza pela inflamagao e possivel necrose dos hepatocitos, podendo progredir para
cirrose, quando nao diagnosticada e tratada numa fase inicial. Este tratamento inclui
terapéutica imunosupressiva, toma de corticoides, resultando numa remissao clinica da
doenca [27].

Como a maioria das DAI, esta doenga tem maior prevaléncia nas mulheres e pode haver
suspeita desta quando surgem simultaneamente aumentos das transaminases, elevados titulos

de Acs especificos e hipergamaglobulinémia. Nestes casos, é feito um exame histologico
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complementar ao figado e se este apresentar alteragoes podemos considerar que estamos
perante uma HAI, se nao houver elementos que indiquem outras causas de hepatite.

A HAI pode ser de 2 tipos, consoante os AAcs associados: a HAI tipo | apresenta
Anticorpos Anti-Musculo Liso (ASMA) e a HAI tipo |l apresenta Anticorpos Anti-
Microssomas de Figado e Renais (LKMI). A presenca destes Acs no soro dos utentes € de
extrema importancia para o diagnéstico da doenga, juntamente com a analise aos

parametros bioquimicos acima referida.

e Anticorpos Anti-Musculo Liso (ASMA):

Os ASMA sao Acs que tém como alvo a actina, um componente do citoesqueleto. Os
Acs anti-actina, especificamente actina-F sao os mais comuns em casos de HAI tipo |, sendo
por isso, marcadores desta [27].

A pesquisa destes Acs ¢é feita com recurso a IFl, onde sao usados como substrato cortes
de figado, estomago e rim de rato, e células VSM47 (Vascular Smooth Muscle) que se
caracterizam por padroes de fluorescéncia especificos (Figura |13). No Labeto usamos o kit
da EUROIMMUN ”Liver Mosaic 9”. Para estes AAcs nao existem testes monoespecificos,
uma vez que a actina-F se trata de uma estrutura tridimensional, que ao ser isolada perde

essa estrutura, essencial para a ligagdo com o anticorpo.

a) b) ) d) e)

Figura |7: Padrées de fluorescéncia em ASMA (a,b,c) e LKMI (d,e) em diferentes substratos: a)
Fluorescéncia nos vasos e glomérulos em rim de rato; b) Fluorescéncia nos filamentos de F-actina em
células VSM47; c) Fluorescéncia nos vasos em figado de rato; d) Figado de rato; e) Rim de rato.

e Anticorpos anti-Liver Kidney Microsomes (LKM):
Os Acs anti-liver-kidney microsomes sao um grupo de Acs com elevada afinidade para

estruturas citoplasmaticas dos hepatoécitos e dos tubulos renais. Conhecem-se atualmente
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quatro tipos destes Acs: o LKMI, LKM2, LKM3 e LKM4, uma vez que tém Ags alvo
diferentes [28].

Os LKMI sao os mais especificos de HAI tipo Il, podendo, por vezes, estar presentes
também em casos de Hepatite viral, Anemia Perniciosa, Doenga Celiaca e Anemia
Hemolitica Autoimune.

A pesquisa destes Acs. é feita com recurso a IFl, onde é usado o mesmo kit para a
pesquisa dos Acs ASMA, cujos principais substratos avaliados sao (Figuras 17d, 17¢):

- Figado de rato: onde a fluorescéncia é muito intensa no citoplasma dos hepatocitos,
originando uma zona escura e sem fluorescéncia nos respetivos nucleos e tecido envolvente;

- Rim de rato: onde a fluorescéncia é homogénea por todo o citoplasma das células

tubulares proximais, havendo uma auséncia de fluorescéncia nas células tubulares distais.

4.2.3.5. Anemia Perniciosa:

e Anticorpos Anti-Células Parietais Gastricas (APCA):

A Anemia Perniciosa (AP) é uma doenga que consiste numa deficiente absorcao de
vitamina Bl2, essencial a eritropoiese, resultando em anemias megaloblasticas. Esta mal
absor¢ao deve-se a uma lesao das células parietais gastricas causada por uma reagao com
AAcs.

Estes AAcs tém como alvo o Fator Intrinseco (Fl) e as préprias células parietais gastricas.
O Fl é uma proteina sintetizada nas células referidas anteriormente e cuja fungao € ligar-se a
vitamina B12 para que esta seja absorvida pelo organismo [29].

A anemia perniciosa esta diretamente relacionada com a gastrite autoimune, cuja
destruicao da mucosa gastrica leva a uma diminuicao do Fl e consequentemente da vitamina
Bl2.

A presenga de APCA no soro permite um diagnostico precoce da AP e de gastrite
autoimune, sendo bastante Util no rastreio destas doencas. Por outro lado, os APCA podem
aparecer em utentes saudaveis, pelo que apresentam elevada sensibilidade mas pouca
especificidade para AP, sendo necessarios testes complementares para o diagnostico da
mesma.

A técnica usada para a detecao destes AAcs é a IFl, e o substrato utilizado contém
cortes de estomago de rato (kit da EUROIMMUN “Liver Mosaic 9”’), onde se observa uma
fluorescéncia granular densa apenas no citoplasma das células parietais.

Ao contrario das APCA, os Acs anti-Fl sao altamente especificos para AP, no entanto,

nem todos os individuos com esta patologia sao positivos para este Ac, explicando a baixa
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sensibilidade do teste. Os Acs. anti-FI apenas podem ser detetados pela técnica de

Immunoblot, uma vez que se trata de uma molécula e nao de uma estrutura celular/tecido.

4.2.3.6. Doenca celiaca:

e Anticorpos anti-Endomisio, anti-Transglutaminase e anti-Gliadina:

A Doenga Celiaca (DC) é uma doenga autoimune do intestino, que é induzida pela
ingestao de gliten em individuos com uma predisposicao genética para a mesma, isto &, que
sejam portadores dos alelos HLA (Human Leucocyte Antigen) DQAI/DQBI. Esta DAI
provoca inflamagao e atrofia das vilosidades da mucosa intestinal, levando a uma mal
absorgao de certos nutrientes. No entanto, esta condigao pode ser revertida quando se
elimina por completo o gliuten da dieta, geralmente encontrada em diversos cereais como o
trigo, a cevada e o centeio [30].

O gliten é uma mistura de proteinas que se dividem em prolaminas (ex: gliadina) e
glutelinas. Uma vez que existe uma elevada concentragao destas proteinas no gluten, estas
sao parcialmente degradadas em proteinas de menor dimensao e reabsorvidas na mucosa
intestinal. A glutamina, presente na gliadina, é convertida em acido glutamico, na mucosa
intestinal, pela enzima tecidular transglutaminase (tTG), através de um processo de
desaminagao. Este processo facilita a ligagdo dos componentes da gliadina as glicoproteinas
codificadas pelos genes HLA-DQAI/DQBI, que vao ser reconhecidos por recetores das
células T na mucosa intestinal. Nos individuos com estes alelos, vai ser desencadeada uma
resposta do Sl, que leva a produgao de Acs anti-gliadina (anti-AGA), anti transglutaminase
(anti-tTG) e anti-endomisio (anti-EmA), causando les6es na mucosa do intestino delgado
[30].

Para se fazer o diagnostico serolégico desta DAI é feito o doseamento da IgA e a
pesquisa dos Acs anti-tTG, ant-AGA e anti-EmA (IgA e IgG), sendo os dois primeiros
pesquisados com recurso a técnicas de ELISA e o ultimo por IFI.

Quando o doseamento da IgA da um valor baixo, temos de ter este valor em conta
na pesquisa dos Acs especificos para nao obtermos falsos negativos. Nestes casos ¢é feita a
pesquisa dos Acs da classe IgG. A presenca de Acs anti-EmA e anti-tTG da classe IgA é
altamente especifica para DC, e auxilia também na monitorizagio da mesma em doentes a
fazer dieta restrita em gluten. O diagndstico definitivo € feito com recurso a uma bidpsia da

mucosa intestinal, apos ser detetada a presenga destes AAcs.
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4.2.4. Caso Clinico:

Homem de 51 anos chega ao laboratério para fazer as analises pedidas pelo médico,
onde existem anadlises de rotina e também analises a parametros imunologicos marcadores

de inflamagao. O histérico do utente nao referia qualquer doenga e a Unica medicagao que

faz € um protetor do estomago. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 4:

Tabela 4: Resultados das andlises feitas a homem de 51 anos e respetivos valores de referéncia.

Analise Resultado Valor de referéncia:
Velocidade de Sedimentacao 12 0-25 mm
Proteina C Reativa 0.03 <0.50 mg/dL
Ac anti-Fator Reumatoide <9 <14 Ul/mL

Positivo

Padrao: Nucleolar  pontilhado

(NOR) + Nuclear fino granular (FG)

Titulo: NOR (1:640), FG (1:320)

Nucléolos: positivos

Mitoses: positivas

Citoplasma: negativo
ANA- Acs anti-Nucleares e < 1:160

Citoplasmaticos

Mixed pattern>

Apos interpretagao destes resultados e tendo em conta o histérico do utente, foi
feita uma diluicdo da amostra para a analise dos AAcs ANA, uma vez que apresentou um
titulo elevado sem qualquer antecedente. Apos diluicao, o resultado manteve-se com o titulo

de 1:640 para o padrao NOR (Nucleolar Organizing Region) e de 1:320 para o padrao FG (fino

granular), o que sugere uma possivel DAL

O padrao NOR ¢é raro e dificil de distinguir, estando associado ao Ag RNA

polimerase |. Este padrao pode estar presente em casos de Sindrome de Sjogren, LES ou AR.
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O padrao FG, pelo contrario, é um padrao muito comum, no entanto, pouco especifico,
podendo estar associado a LES, Sindrome de Sjogren ou esclerodermia [31].

Este resultado deve ser sempre avaliado de acordo com o contexto clinico do
utente e recomendado um follow-up para controlo do utente, uma vez que os restantes
parametros nao se encontram alterados.

Este caso clinico é um exemplo de que nem sempre um resultado fortemente
positivo (1:640) é conclusivo da existéncia de uma DAI no presente, podendo em alguns
casos manifestar-se mais tarde. O papel do clinico é fundamental para a interpretagao
correta deste resultado, uma vez que sO este tem acesso a todos os dados do utente,

podendo ou nao valoriza-lo.

4.2.5. Controlo de Qualidade (CQ):

O Controlo de Qualidade é fundamental em qualquer laboratorio, pois permite que
exista confianga e fiabilidade nos resultados obtidos e apresentados no boletim. Este
controlo consiste em diversas ferramentas tais como o Manual de Qualidade, os programas
de manutencao e calibragao dos equipamentos, fornecidos pelos respetivos fornecedores e a
participagao em Programas de Avaliagio de Controlo de Qualidade, tanto interno como
externo.

Um dos grandes objetivos do Labeto é apostar continuamente na qualidade e
melhoria na prestagao dos seus servigos e para isso participa regularmente nestes programas
de avaliagao da qualidade, que permitem: analisar os resultados obtidos e comparar com os
resultados e métodos usados por outros laboratorios, corrigir possiveis fontes de erro,
perceber o que pode ser melhorado e ainda quais as melhores metodologias e equipamentos
a usar para determinada analise.

No setor da Autoimunidade sao efetuados controlos internos diariamente em todos
os parametros, sempre que estes sao analisados. Estes controlos consistem num controlo
positivo e num controlo negativo, que tanto podem fazer parte dos kits dos fornecedores,
como serem amostras previamente analisadas e cujo valor é conhecido. No caso dos
controlos externos, estes sio efetuados semestralmente, através da participagio em

programas de avaliagao externa da EUROIMMUN.
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Conclusoes:

A area das Analises Clinicas esta em constante crescimento e evolucao, devido a
importancia clinica das mesmas e ao aparecimento de cada vez mais marcadores com
elevada especificidade. Assim sendo, € essencial que o laboratoério Labeto se mantenha na
vanguarda, atualizando os equipamentos usados, de modo a processar um maior numero de
amostras num curto espago de tempo, a rentabilizar os reagentes e aparelhos e a obter
resultados com maior rapidez e confianga. Deste modo, é inevitdvel o uso de aparelhos
automaticos e semi-automaticos, com elevado poder de processamento, que agilizam a
rotina laboratorial, de modo a rentabilizar todos os fatores acima mencionados, mas com
uma contrapartida, o trabalho deixa de ser feito manualmente, o que significa que os
recursos humanos tém tendéncia a diminuir dentro de um laboratoério.

Este Estagio Curricular foi para mim muito mais do que alguma vez imaginei, foi o
culminar de dois anos de estudo intenso, de autossuperagao e de aquisicao de
conhecimentos completamente novos.

Através da realizagio deste Estigio na empresa Labeto, Centro de Anadlises
Bioquimicas, SA., tive o privilégio e a oportunidade de trabalhar com pessoas fantasticas que
diariamente me ajudaram a aplicar os conhecimentos téoricos na pratica laboratorial, me
deram ferramentas e métodos de trabalho, de forma a maximizar o tempo, reagentes e
material e a adquirir autonomia no laboratorio.

Uma particularidade deste Estagio que considero bastante positiva foi o facto de ter
participado em todas as fases de um dia de trabalho desde a recegao dos utentes, a colheita
das variadas amostras, transporte das mesmas até ao laboratorio, processamento e analise
das amostras e posterior validagao. Esta rotina permitiu-me entender o funcionamento
detalhado do laboratério como um todo, interligando assim as diversas fases de um dia de
trabalho e a importancia das mesmas para um resultado final de confianga. No entanto, sinto
que essa foi também uma desvantagem, no sentido em que estive em postos de colheitas
durante grande parte do periodo da manha, nao tendo oportunidade de estar no laboratério
a aprender o trabalho que é feito durante este periodo, nomeadamente na area da
Microbiologia, durante o qual é realizada a leitura das placas semeadas e identificagao
bacteriana presente nas mesmas.

Numa situagao futura, sugiro que exista um plano de estdagio inicial, que descreva o

tempo de permanéncia e etapas a realizar em cada secgao laboratorial, permitindo uma
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distribuicao igualitaria do tempo de estagio e consolidagao das diversas metodologias, uma

vez que no meu caso hao aconteceu e considero que seria 6timo como orientagao.
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Quadro com os padroes de fluorescéncia reportados pelo ICAP.
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