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Resumo

Neste relatério serao descritas as atividades realizadas no estagio curricular do ultimo

ano do Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra.

O estagio inclui as quatro valéncias major das analises clinicas, sendo elas, a Bioquimica,

a Hematologia, a Imunologia e a Microbiologia.

O estagio curricular foi realizado no Laboratoério de Analises Clinicas Luisa Frazao com
a orientagao da Diretora Técnica do laboratorio Doutora Luisa Frazao e este comegou dia 7
de Janeiro de 2021 e teve a duragao aproximada de 6 meses, terminando dia 7 de Julho de

2021 .

A estrutura geral do relatorio contera uma breve descrigao do Laboratério de Andlises
Clinicas Luisa Frazao e seu funcionamento e experiéncia adquirida ao longo dos meses, sera
feita também uma descricao dos equipamentos presentes no laboratério e de seguida uma

descrigao mais detalhada sobre as valéncias Microbiologia e Imunologia.
Abstract

In this report, the activities realized in the curricular internship on the last year of the
Masters degree in Clinical Analysis of the Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

will be described.

The internship includes the four major valences of the Clinical Analysis, Biochemistry,

Hematology, Imunology and Microbiology.

The internship was realized in Laboratorio de Analises Clinicas Luisa Frazao under the
supervision of the technical director of the laboratory Doutora Luisa Frazao. This internship
started at the 7th of January of 2021 and ended at the 7th of July of 2021, having the duration

of approximately 6 months.

The report will contain a brief description of the Laboratorio de Analises Clinicas Luisa
Frazao and how it works and the experience gained throughout the months that | have been

there.

Additionally, it will also be described the equipment present in the laboratory and then,

a more detailed description of the two valences Microbiology and Immunology.
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INTRODUCAO

Os laboratorios de analises clinicas sao parte do setor da assisténcia a saude, que
exerce, historicamente, um papel importante no auxilio das decisoes clinicas. Atualmente, com
o desenvolvimento tecnoldgico e cientifico alcangados, a sua complexidade também aumentou
e os processos laboratoriais foram modificados e melhorados ao longo do tempo tendo em
vista sempre o aperfeicoamento daquilo que € a analise clinica e o seu correto diagnodstico de

forma a ajudar o médico a tomar a melhor decisao para com cada paciente. ()

Tendo estagiado no Laboratorio de Analises Clinicas Luisa Frazao sob orientagao da
Doutora Luisa Frazao foi-me pedido que aprendesse toda a fase pré-analitica desde a entrega
da requisigao pela parte do utente ao processo de integragao da informagao do paciente no
sistema informatico Apollo 3 até a selegao dos diferentes tubos na altura da colheita, de
acordo com os diferentes testes a serem processados, a inserir os codigos de barras para
serem processados nos equipamentos especificos para cada area, tudo isto da forma mais
organizada possivel para que o erro na fase pré-analitica seja reduzido para valores infimos ou
nulos, visto que € nesta fase que ocorrem a maioria dos erros, seja na fase da colheita ou da

identificacao da amostra.

Depois foi-me pedido, com o passar do tempo e com o ganho de experiéncia que fui
tendo que fosse comegando a fazer a parte analitica em si, processando as amostras. Este
processamento de amostras corresponde a fase analitica. Hoje em dia, o processamento das

amostras € quase todo automatizado.

A fase pos analitica é dependente da validacdo dos resultados obtidos pelos
equipamentos, pela parte da diretora técnica do laboratorio, neste caso, pela Doutora Luisa
Frazao. O processo pos analitico culmina entao com a validagao desses resultados e pela

impressao do boletim final para entregar ao utente.



Descricao do Laboratéorio de Analises

Clinicas Luisa Frazao

O Laboratoério de Analises Clinicas Luisa Frazao é um laboratoério de analises clinicas

em Coimbra, na zona da Solum, uma zona movimentada da cidade de Coimbra.

O Laboratério de Analises Clinicas Luisa Frazao tem uma sala de espera com sofas e
uma maquina com agua disponivel para as pessoas que estao a espera se poderem servir, tem
duas WC (uma para homens e uma para mulheres) para os utentes fazerem as suas colheitas
de, urina, uma sala de colheitas para as amostras de sangue e uma sala para colheitas Covid.
Tem também uma sala separada para a Biologia Molecular onde sao processadas as amostras
de Covid-19 e tem o laboratorio em si que contém uma WC para o pessoal, uma sala
administrativa e um pequeno arrumo para os pertences dos funcionarios. No laboratério
trabalham oito pessoas, quatro técnicos, o Filipe Teixeira, o Pedro Teixeira, o Alberto Gomes,
a Sofia Ferreira, o bidlogo Nuno Coelho e a diretora técnica do laboratério Luisa Frazao e o

pessoal da rececao, responsavel pelo registo das credenciais no sistema informatico.

Em média, o laboratério tem um fluxo de amostras diarias registadas de 40 a 50
amostras, dependendo também da atividade nos diferentes postos de colheita. As amostras
sao registadas no sistema informatico Apollo 3, aparecendo depois nas folhas de trabalho para
serem processadas. A cada utente é atribuido um ndmero de processo e um nimero de

identificacao da amostra.

O laboratério apresenta as 4 valéncias major, Bioquimica Clinica, Hematologia,
Imunologia e Microbiologia, sendo que nas primeiras 3 valéncias, as amostras sao processadas
essencialmente de forma automatizada enquanto a Microbiologia envolve um trabalho mais

manual.

Dentro do laboratério as areas da Bioquimica, Hematologia e Imunologia estao no
mesmo espaco fisico, mas tendo sempre os aparelhos organizados de acordo com cada
valéncia, estando, por exemplo, no setor da Hematologia o Pentra XL responsavel pelos
hemogramas, o ACL 9000 que faz as provas de coagulagao e também o aparelho Adams Alc
responsavel pela determinagao da hemoglobina glicada e um pouco mais separado destes mas
igualmente parte deste setor esta o Ves Matique que faz a determinagao da Velocidade de

Sedimentagao globular, enquanto que a Bioquimica é essencialmente um aparelho o Beckman



Coulter AU-480 que se apresenta no canto do laboratério separado dos outros aparelhos, tal
como o Beckman Coulter Unicel Dxl 600 responsavel pela parte da endocrinologia e
Imunonologia também separado dos outros aparelhos. No centro encontra-se o Vidas e o

ImmunoCap 100, responsaveis pela parte da Imunologia.

Separadamente esta a parte da Microbiologia onde ocorre o processamento de
amostras biologicas como a urina, exsudados ou fezes, quer para uroculturas, coproculturas,
exames parasitologicos ou exames micoldgicos. Dentro desta vertente enquadra-se também

a realizagcao das Sumarias de urina e da observagao do sedimento urinario.

Os equipamentos, assim como, a sua respetiva valéncia e fungao, estariao dispostos na

Tabela I.

Tabela I- Equipamentos utilizados no Laboratorio de Andlises Clinicas Luisa Frazao e

respetiva fungao e valéncia

Valéncia Equipamento Funcao
Aution Max Sumaria de Urina
Microbiologia Mini Api Leitura dos ATBs
Incubadora Estufa para Microrganismos
Vidas Imunoensaios
Imunologia ImmunoCap 100 Alergias e Auto-imunidade
Unicel DxI 600 Imunoensaio
Beckman-Coulter Au-480- Autoanalisador
Bioquimica Analisador Quimico e
lonograma
Unicel DxI 600 Imunoensaios
ACL 9000 Coagulacao
VES Matique Velocidade de Sedimentagao
Hematologia Hemograma
Pentra-XL Hemoglobina Glicada
Adams AIC




MICROBIOLOGIA

) Amostras

As amostras recebidas no laboratério para a area da Microbiologia sao essencialmente
urina e fezes, no entanto, também chegam ao laboratério, exsudados vaginais, orofaringeos
ou nasofaringeos. Estas amostras sao processadas de forma a identificar se ha algum
microrganismo envolvido em algum processo infecioso e se houver, identificar o

microrganismo que esta presente e fazer o seu respetivo antibiograma (ATB).
2) Rececdo das Amostras

Assim que chega uma amostra ao laboratorio é feita uma analise a amostra de forma a
verificar se estd em condigoes de ser processada ou se sera necessario pedir uma nova colheita
ao utente. Por exemplo, se o frasco de urina estiver a verter ou nao estiver num contentor

estéril sao amostras passiveis de rejeigao.
3)Coloracao de Gram

Apos a verificagao das amostras, faz-se o processamento das mesmas, iniciando por
norma por um esfregaco bacteriano corado com a técnica de Gram. A técnica de Gram ou
coloragao de Gram foi uma técnica inventada por Hans Christian Joachim Gram e permite-
nos fazer a distingao entre as bactérias que vao reter o primeiro corante Cristal Violeta e vao
corar de roxo, que sao designadas de Gram positivas, das que vao apresentar cor rosa
denominadas de Gram negativas, permitindo para além disso observar a forma das bactérias

e tipo de agrupamento.

Esta diferenciagao ocorre devido as caracteristicas das paredes das diferentes bactérias,
em que as bactérias denominadas Gram positivas tém a sua parede constituida essencialmente
por uma membrana celular, uma camada espessa de peptidoglicano ao qual se ligam acidos

teicoicos e proteinas.

As bactérias Gram negativas tém uma parede mais complexa, sendo constituida por
uma membrana citoplasmatica, uma camada de peptidoglicano fina, uma membrana externa

composta por uma bicamada fosfolipidica e uma camada de lipopolissacarideos (LPS).

As diferengas entre a parede das bactérias de Gram positivas e das bactérias de Gram

negativo poderao ser vistas na Figura |.



A Parede Celular
Gram Negativos

Lipopolissacarideo
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Figura 1- Diferencgas entre a parede das bactérias de Gram positivo da parede das bactérias de Gram

negativo. (2)

As bactérias Gram positivas apresentam a cor roxa, devido a sua espessa camada de
peptidoglicano que acaba por reter o corante primario, Cristal Violeta e o mordente Soluto
de Lugol. A adigao do diferenciador alcool acetona nao altera o tom roxo da bactéria devido

a ter uma concentragao reduzida de lipidos na parede celular.

As bactérias de Gram negativo ficam sem cor apos a adigao do diferenciador alcool
acetona. Isto é devido ao facto de estas bactérias serem constituidas por uma camada fina de
peptidoglicano, que desta forma impede que haja uma retengao eficaz do corante primario, e,

também, por uma camada lipidica na membrana externa que é dissolvida pelo diferenciador.

Esta composicao da parede, permite entao que o corante primario e o mordente
sejam removidos. Estas bactérias acabam por ser coradas pelo corante secundario, a Safranina,
administrado apos a aplicagao do diferenciador, atribuindo, desta forma, a cor rosa as bactérias

de Gram negativo. Todo o procedimento da coloragao de Gram esta descrito na Tabela Il. (3)

Apos o processo do esfregaco, coloragao e secagem, as preparagoes sao observadas
ao microscopio otico de campo claro na objetiva de 100x. Esta observagao permite-nos fazer
a distingao entre a morfologia da bactéria, coco ou bacilo, distinguir também se é uma bactéria
Gram positiva ou Gram negativa, de acordo com a coloragao apresentada, e ainda os
diferentes agrupamentos (isolado, diplococos, estreptococos, estafilococos ou diplobacilos,

por exemplo)



Tabela lI-Técnica de coloragao de Gram

Coloraciao de Gram

Esfregaco bacteriano

Cristal violeta- | minuto

Lavar com agua destilada

Soluto de Lugol- | minuto

Lavar com agua destilada

Alcool-Acetona- algumas gotas até descorar

Lavar com agua destilada

Safranina- | minuto

Lavar com agua destilada e secar

4) Cultura dos Microrganismos e Meios de Cultura

A cultura dos microrganismos ocorre em simultaneo com a coloragao de Gram, onde
se faz a identificagao presuntiva do microrganismo através da sua forma (Bacilo ou coco), cor
(Roxo ou rosa), agrupamento (isolado, diplococo, em cacho ou em cadeia). Com base nesse
conhecimento, a cultura sera feita num meio seletivo ou nao seletivo, de forma a verificar os

microrganismos que crescem.

No Laboratorio Luisa Frazio temos diferentes tipos de meios, uns seletivos que nos
permitem selecionar um grupo de bactérias especificas e que por vezes nos permite fazer a
sua identificacdo presuntiva e outros meios nao seletivos em que crescem a maior parte dos

microrganismos e em que nao permitem a sua identificagao presuntiva.



A cultura de microrganismos é feita de forma a identificar os microrganismos presentes
na amostra do paciente. Esta cultura pode ser feita em diversos tipos de meios e essa
diversidade pode ser caracterizada em termos de seletividade, no sentido que ha uns que sao
nao seletivos, ou seja, nao contém qualquer tipo de inibidores e, consequentemente, permitem

o crescimento de todos os tipos de microrganismos que se podem encontrar no organismo.

Ha também meios enriquecidos que sao feitos para facilitar o crescimento dos
microrganismos fastidiosos. O enriquecedor primario é o sangue, que fornece nutrientes aos
microrganismos e permite, dessa forma, o crescimento de todos os microrganismos, sejam

eles fastidiosos ou clinicamente relevantes.

Outro tipo de meio sao os meios seletivos que contém inibidores, sejam eles
componentes organicos ou inorganicos, tais como o NaCl que é usado no meio MSA2 para o
crescimento de estafilococos. Outros inibidores podem ser os antibidticos que inibem um
grande numero de microrganismos e desta forma, o antibidtico presente no meio vai alterar

os microrganismos capazes de proliferar no meio de cultura. (4)

Os meios de cultura frequentemente utilizados no laboratorio sao:

-Meio Chromld CPS Elite

A gelose CPS Elite € um meio cromogéneo que facilita o isolamento e identificagao
presuntiva rapida e fidvel dos agentes patogénicos mais comuns em infe¢oes urinarias, através
da caracteristica das suas colonias, seja, pela cor, brilho ou tamanho da coldnia. Este meio
permite também uma carga de trabalho mais reduzida, permite poupar em material como
zaragatoas e ansas como também em testes bioquimicos rapidos, tais como testes de catalase
ou oxidase, que sao utilizados como testes de confirmagao e diferenciacio de agentes

microbianos. (5)

-Meio de Hektoen (Hektoen Enteric Agar)

O meio de Hektoen é um meio seletivo e diferencial utilizado no isolamento e
crescimento de microrganismos Gram-negativos entéricos, mais especificamente para Shigella
spp. e Salmonella spp. em amostras de fezes. A capacidade seletiva deste meio provém da

formula que contém sais biliares capazes de inibir o crescimento dos microrganismos de Gram
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positivo, no entanto, tem também caracter toxico para alguns microrganismos de Gram
negativo, inibindo ou retardando o seu crescimento. A presenca de lactose, sacarose, salicino
e dos indicadores de pH azul de bromotimol bem como de fucsina 4cida permite diferenciar
os microrganismos entéricos, através da cor das coldnias e do meio de cultura. Desta forma,
os microrganismos nao fermentadores da lactose, como Salmonella spp e Shigella spp., nao
alteram a cor do meio enquanto os microrganismos que acidificam o meio através da
fermentagao dos compostos do meio, tais como a Escherichia coli, alteram a cor do meio para

laranja. (6)

-Caldo Selenite F

Este caldo de Selenite é um meio liquido de enriquecimento para Salmonella spp.,
utilizado essencialmente em coproculturas e sendo depois subcultivado para outros meios de
cultura seletivos e diferenciais, tais como, meio de MacConkey Agar, meio Hektoen ou meio
SM2, especifico para Salmonella spp., de forma a isolar e identificar estes patogéneos. O
selenito de sodio inibe o crescimento de um grande nimero de bactérias quer de Gram

positivo como de Gram negativo. (6)

-Gelose de Chocolate com Polyvitex (PVX)

Esta gelose de chocolate trata-se de um meio enriquecido e que tem uma constituicao
semelhante a gelose de Columbia, no entanto, esta gelose tem uma adicao de 2% de
hemoglobina que providencia o fator X essencial para o crescimento de Haemophilus spp. e
aumenta também o crescimento de Neisseria spp. e toda esta mistura € aquecida a 80°C
promovendo a hemolise dos eritrocitos. O enriquecimento com o Polyvitex providencia o
fator V para espécies de Haemophilus spp. e também aumenta os nutrientes para o crescimento

de espécies patogénicas de Neisseria spp. (6)

-Meio MacConkey Agar

O meio de MacConkey é um meio seletivo e diferencial usado para o isolamento e
detecao de microrganismos de Gram negativo e distingue também os bacilos de Gram negativo

fermentadores de lactose dos nao fermentadores da lactose.



O meio de MacConkey contém cristal violeta e sais biliares que inibem o crescimento
de microrganismos de Gram positivo e favorece a proliferagio dos organismos de Gram

negativo. (6)

Os microrganismos fermentadores de lactose crescem muito bem no meio de
MacConkey, produzem acido que faz com que a cor do meio mude para amarelo. No caso
dos microrganismos nao fermentadores de lactose, estes podem crescer no meio de

MacConkey, no entanto, nao vao produzir o acido e, como tal, nao vao mudar a cor do meio.

-Mannitol Salt Agar (MSA2)

O meio MSA2 é um meio seletivo devido a sua elevada quantidade de cloreto de sédio
(NaCl), cerca de 7,5% do meio, sendo este responsavel pela inibicao de praticamente todos
os microrganismos que nao sejam Staphylococcus e diferencial devido a alteragao da cor que
ocorre devido a fermentagao de manitol. Esta fermentagao do manitol, provoca a alteragao
de cor do meio, o que nos permite fazer a diferenciagao entre o Staphylococcus aureus de outro

tipo de Staphylococcus que esteja presente no meio.

No caso de estarmos na presenca de Staphylococcus aureus este vai fermentar o manitol
e como é uma bactéria coagulase positiva as suas colonias no meio serao amarelas e em seu
redor estara o meio amarelado. No caso de ser outra espécie de Staphylococcus sendo esta
espécie coagulase negativa, aparecera de cor branca no meio e nao estara circundado por

meio amarelo.(6)

Desta forma, o meio permite diferenciar o Staphylococcus aureus de outra espécie de

Staphylococcus.

-Meio Sabouraud com Cloranfenicol e Gentamicina (SGC2)

O meio de Sabouraud é um meio seletivo utilizado para a cultura e isolamento de
fungos, sejam eles patogénicos ou nao patogénicos, mais particularmente para a cultura de
dermatdfitos. Este meio € seletivo para fungos, visto que para além de apresentar um pH acido
que favorece o crescimento de fungos e € inibitorio para o crescimento de bactérias, tem

também a presenga de antimicrobianos. Antimicrobianos incluem a gentamicina que inibe o



crescimento de bactérias de Gram negativo e o cloranfenicol que é inibitorio para uma vasta

gama de espécies bacterianas tanto Gram negativas como Gram positivas. (6)
-Meio Candida (CHROMagar Candida ou CAN)

O meio de Candida é um meio seletivo e diferencial utilizado para isolamento e
diferenciagao entre diversas espécies de Candida, tais como a Candida albicans, Candida tropicalis
e Candida krusei. Este meio permite através das diferentes morfologias das colonias e diferentes
cores das coldnias, perceber se se trata de um misto de leveduras ou de uma monocultura.

Por exemplo, se as coldnias se apresentarem com uma cor azulada, estas corresponderao a

Candida albicans. (6)

-Gelose Columbia com sangue (COS)

A gelose de Columbia com 5% de sangue de carneiro é uma gelose muito nutritiva,
utilizada normalmente para o isolamento e o crescimento de microrganismos fastidiosos e nao
fastidiosos. O sangue de carneiro permite a detegao de reagoes hemoliticas e fornece o factor
X (heme) que é necessario para o crescimento de variadas espécies e que permite fazer a
distingao dos diferentes tipos de hemolise, que permite distinguir diferentes tipos de
microrganismos nomeadamente Streptococcus dos diversos grupos tendo em conta essa

mesma hemolise. (6)

-Gelose de Streptococcus B (STRB)

A gelose Steptococcus B é uma gelose cromogénica e seletiva contra bacilos de Gram
negativo, estafilococos e leveduras. Esta gelose é particularmente importante e utilizada no
contexto de mulheres gravidas, de forma a verificar se estao colonizadas ou nao com esta
espécie bacteriana, devido a este Steptococcus de grupo B, tal como, o Streptococcus agalactiae
provocar infecoes neonatais graves. Esta gelose contém combinagoes de diferentes peptonas,
trés substratos cromogénicos e antibioticos e é possivel identificar as colonias de Streptococcus

de grupo B, vendo uma colénia redonda e a cor entre o rosa palido e o vermelho. (7)
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-ChromlID Salmonella (SM2)

O meio SM2 é um seletivo, diferencial e cromogéneo que contém um substrato
cromogénico para a B-galactosidase e acido glucordnico e estes substratos permitem a

detegao, isolamento e identificagao de Salmonella spp.. (6)

O meio permite essa identificagao através da coloragao das coldnias, no caso da
Salmonella spp. as colonias aparecem com uma cor malva (rosa a roxo) enquanto as colonias
de outras bactérias aparecem com cor verde-azulado. Isto acontece devido as diferencgas
metabolicas das bactérias em que ha metabolizagado do acido glucorénico, no caso da
Salmonella spp., e no caso de outras enterobactérias a cor da colonia é diferente devido a agao

da B-galactosidase.

-Sistema Mycoline

7

E um sistema que consiste numa lamina inserida num tubo e que tem dois meios de
cultura diferentes, e é essencialmente utilizado para a cultura de fungos dermatofitos. Num
dos lados da lamina contém o equivalente a gelose SGC2 que favorece o crescimento de
fungos e impede o crescimento de bactérias de Gram negativo e de Gram positivo. Do outro
lado da lamina tem um meio de Sabouraud-Cloranfenicol-Actidiona que inibe o crescimento
de espécies bacterianas de Gram negativo e de Gram positivo e a Actidiona inibe o
crescimento dos restantes fungos filamentosos, permitindo apenas o crescimento de fungos

dermatofitos.

5) Processamento de amostras

5.1)Urina

A urina é um dos produtos biologicos mais comuns que dao entrada no laboratério
Luisa Frazao, principalmente para procura de possiveis infe¢oes urindrias sejam estas de

origem nosocomial, ou seja, originadas em contexto hospitalar ou infegoes comunitarias.

As infegoes urinarias podem ser infecoes no trato urinario superior, sendo estas

infecoes ao nivel renal, tais como, as pielonefrites (infegao no parénquima renal) e as uretrites
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(infecao nos ureteres), ou infegoes do trato urinario inferior, sendo que as mais comuns neste

caso sao as infegoes na bexiga, denominadas por cistites.

As infegoes urinarias podem ser originadas por varias vias, hematogénea, via linfatica e
a mais comum a via ascendente, sendo esta a razao pela qual as infe¢oes urinarias sao mais
prevalentes nas mulheres, devido a sua anatomia, nomeadamente, ao facto de haver uma maior

proximidade entre o orificio urinario e o anis. (8;9)

A colheita da amostra de urina é feita num contentor estéril com o jato intermédio da
primeira urina da manh3, tentando nao contaminar a amostra com a microbiota vaginal,
perianal e uretral. Para essa contaminagao nao ocorrer, pode ser sugerido a pessoa que faga
uma lavagem na zona da micgao, antes de fazer a colheita. Esta colheita, por norma, é feita
pela propria pessoa, no entanto em casos da pessoa nao o conseguir fazer, esta pode ser feita

por profissionais de saude, tanto por cateter como por aspiragao suprapubica, por exemplo.

O exame da urina tem duas etapas principais, sendo estas, a Anadlise da sumaria de
urina ou urina tipo Il, que consiste na analise dos parametros bioquimicos da urina e do

sedimento urinario e numa segunda etapa a Urocultura.

Analise da Sumaria de Urina

Esta etapa é feita em duas fases, primeiro é processada no equipamento Aution Max,
onde este pipeta a urina avalia a sua cor e a passa nas tiras do Aution que contém os diversos
parametros bioquimicos, tais como, o pH, a densidade, o sangue, os leucocitos, a glicose, as
proteinas, urobilinogénio, nitritos, bilirrubina e cetonas, sendo todos estes parametros

avaliados segundo reagoes colorimétricas.

A seguir ao processamento dos tubos de urina no Aution Max, estas urinas sao

centrifugadas durante 10 minutos a 3000 rpm, de forma a obter o sedimento urinario.

O sedimento urinario é depois observado ao microscopio 6tico de campo claro com
a objetiva de 40x na preparagiao a fresco, e devemos observar a possivel existéncia de
leucocitos, células epiteliais, eritrocitos, cristais, cilindros, microrganismos e outros elementos
anormais na urina. Devemos sempre observar pelo menos 9 a 10 campos diferentes da mesma

lamina.

12



Urocultura

A urocultura consiste em semear a urina em meios de cultura de modo a quantificar
os microrganismos nela presentes e a identificar os mesmos. No laboratorio de Andlises
Clinicas Luisa Frazao o meio que se usa para semear as urinas € o meio CPSE, essencialmente,
por permitir tanto a quantificagao dos microrganismos como a sua identificagao com base na
cor e na forma das coldnias, permitindo este meio que se poupe tempo a fazer a urocultura e
o seu respetivo antibiograma. Assim que se faz a sementeira, as placas sao incubadas a 37°C

durante um periodo de cerca de 24 horas, e posteriormente faz-se a leitura das mesmas.

Caso nao seja evidente qual o microrganismo que esta presente no meio CPSE, estas
coldnias sao repicadas para o meio MSA em caso de suspeita de Staphylococcus e de forma a
obter a espécie de Staphylococcus que esta presente no meio CPSE ou de Candida ou SGC2

em caso de suspeita de que seja um fungo.

No laboratorio sao usadas ansas de plastico de 10 pl, e as culturas sao consideradas
positivas em caso desta ter pelo menos 1000 Unidades Formadoras de Colénias (UFC) e caso
a cultura nao apresente varios tipos de colonias diferentes, sendo que se o meio apresentar 3

coldnias diferentes é considerado uma contaminagao ou uma flora mista.

A valorizagao do resultado da cultura deve ter em conta varios parametros, como a
colheita da urina, que em caso de ter sido incorreta pode levar a uma obtengao de um
resultado com mais de duas coldnias presentes, sintomatologia do utente, observagao do
sedimento, sendo que se observar bacteriuria ou uma elevada quantidade de leucécitos por
campo pode indicar uma cultura positiva e a presen¢a de uma infegao urinaria e os resultados
de exames bacteriologicos anteriores ou historico da pessoa. Em caso de ter sido valorizado
o resultado da cultura da pessoa, devemos prosseguir a andlise, realizando se necessarios
testes bioquimicos como o teste da oxidase, catalase ou indol, para diferenciar entre as

diferentes espécies dentro do mesmo género e posteriormente fazer o antibiograma.

Dos microrganismos identificados no Laboratério Luisa Frazao a partir de amostras de
urina, as mais comuns sao a Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Enterococcus spp., a
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus spp. e algumas mais raras como a Streptococcus

agalactiae.

As figuras 2,3,4,5,6 e 7 sao fotografias tiradas no laboratoério das espécies mais comuns

que aparecem nas uroculturas e no meio preferencial para as uroculturas, o meio CPSE.
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Figura 4- Coldnias de Streptococcus agalatiae em meio CPS Elite.
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Figura 5- Coldnias de Pseudomonas spp. em meio CPS Elite.

Figura 7-Coldnias de Escherichia coli em meio CPS Elite.
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5.2) Fezes

As fezes sao o segundo produto que é mais comum no laboratério para fazer a sua
cultura e identificagao do microrganismo presente nessas mesmas fezes. Os organismos mais

comuns para pesquisa ha coprocultura sao a Salmonella spp. e a Shigella spp..

Coprocultura

A colheita das fezes, por norma, deve ter trés amostras de trés dias consecutivos num
recipiente estéril e sem refrigeragcao e sendo processadas assim que chegam ao laboratorio

essas mesmas amostras.

No caso da coprocultura, numa fase inicial as fezes das trés amostras sao inseridas
num caldo de selenito que permite o enriquecimento das fezes e € incubado durante 12 a |16
horas. No final desse processo, o caldo é retirado e faz-se a subcultura nos meios soélidos,
sendo que por norma os meios utilizados sao os meios de Hektoen e SM2, que vao incubar

posteriormente durante 24 horas.

Posteriormente, procede-se a observagao das placas e caracteristicas diferenciais dos
meios de cultura sélidos Hektoen e SM2, e isso permite distinguir entre a Salmonella spp. e
Shigella spp.. No meio de Hektoen as colonias de Salmonella spp., aparecem com uma cor
verde-azulada e com centro negro devido a formagao de sulfeto de hidrogénio enquanto as
coldnias de Shigella spp., apresentam apenas cor verde-azulada sem centro negro. No meio
SM2 as colonias de Salmonella spp. aparecem com uma cor entre rosa € roxo enquanto as

coldnias de outras bactérias aparecem com cor distinta.

Exame Parasitologico de Fezes

O exame parasitologico de fezes é outro exame que é bastante pedido no laboratorio
Luisa Frazao, principalmente, em criangas. Este exame é feito com base no método de Ritchie,
que sera descrito na tabela Ill. Este exame parasitolégico de fezes tem como objetivo permitir
identificar a presenca de parasitas nas fezes, sejam eles em forma de quisto, ovos ou mesmo

larvas e consequentes doencas associadas aos diferentes parasitas.
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Este método de Ritchie é um método utilizado por se tratar de um método rapido,

eficiente e sensivel, dependendo de centrifugagoes de formol e éter que vao permitir obter

no sedimento das fezes os possiveis parasitas que estejam presentes nas mesmas. (10)

De seguida, ocorre a sua observagao a fresco no microscopio otico, na objetiva de 10x

para encontrar possiveis ovos e para a visualizagao de quistos utiliza-se a objetiva de 40x.

Tabela lll- Descricao do Método de Ritchie

Método de Ritchie

Medir cerca de | grama de fezes e inserir em tubo cénico

Juntar 10 ml de solucdo isoténica em cada tubo conico e

homogeneizar

Separar o sobrenadante do restante com um filtro

Centrifugar durante | minuto a 2000 rpm

Descartar o sobrenadante e repetir os passos anteriores até o

sobrenadante se apresentar claro

Juntar 10 ml de Formolaldeido 4%, homogeneizar e aguardar 10

minutos

Juntar 5 ml de éter e homogeneizar durante 30 segundos

Centrifugar durante 2 minutos a 1500 rpm

Descartar sobrenadante e observar o sedimento
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Pesquisa de Sangue Oculto nas Fezes

Este teste de pesquisa de sangue oculto também é um pedido regular, nomeadamente
em pessoas acima dos 50 anos de idade. Trata-se de um teste imunocromatografico que
pesquisa de hemoglobina nas fezes, podendo ser feito através do teste da o-tolidina ou pelo
teste imunoldgico que deteta especificamente a hemoglobina humana. As amostras vao reagir
com anticorpos anti-hemoglobina humana e se houver a presenca de teste positivo de pesquisa
de sangue oculto quer dizer que ha presenga de hemoglobina nas fezes e o resultado é
apresentado pelo teste imunocromatografico com 2 bandas coloridas, uma na zona do teste
e uma na zona controlo. Se for negativo apresenta apenas uma banda colorida na zona

controlo.

Estes testes de pesquisa de sangue oculto sao muito utilizados de forma a rastreio de
possiveis cancros colon-retais e servem muitas vezes de despiste em casos considerados de

baixo risco, devido ao baixo custo do teste e a nao ser um teste invasivo. (I )

5.3) Exsudados

Este tipo de amostras nao € muito recorrente no laboratério Luisa Frazao, no entanto,
ocasionalmente aparecem exsudados vaginais, exsudados orofaringeos, exsudados purulentos
ou exsudados ungueais. Por norma, sao amostras que sao recolhidas por profissionais de satide

por serem amostras mais COI’T']P'GXEIS.

No caso dos exsudados vaginais sao essencialmente para procura de Streptococcus de
grupo B, nomeadamente, o Steptococcus agalatiae, no entanto também pode ser para pesquisa

de outros microrganismos.

Nestes casos dos exsudados as amostras sao processadas assim que chegam ao
laboratério e sao semeadas nos diferentes meios no meio MSA, no meio MacConkey, no meio

de Sabouraud, na gelose de Sangue e na gelose de PVX com atmosfera anaerébia.

Esta atmosfera anaerdbia é conseguida através do GENbag que é constituido por uma
bolsa de plastico e um gerador de atmosfera anaerobia. Todos os meios sao incubados a 37°C

durante pelo menos 24 horas.

Juntamente com a cultura dos exsudados nos diferentes meios, pode ser feita a

coloragao de Gram que ajuda a identificar se a bactéria presente no exsudato é de Gram
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negativa ou Gram positiva e com base nas suas caracteristicas morfoldgicas e no tipo de

agrupamento fazer uma identificagao presuntiva do microrganismo presente na amostra.

Tudo isto é feito com o objetivo final de obter a identificagdo do microrganismo
infecioso e posteriormente a sua identificagao, determinar a sua suscetibilidade e resisténcia
aos diferentes antibioticos, de forma ao utente obter o melhor antibidtico possivel para a sua

infecao.

5.4) Exame Micologico (Dermatofitos)

No laboratério Luisa Frazao este tipo de exames € muito raro, no entanto, por vezes

chegam amostras de raspados de pele ou exsudatos ungueais para pesquisa de dermatdfitos.

Estas quando chegam sao semeadas no meio de Sabouraud e no sistema Mycoline,
efetuando também um exame direto ao microscopio na objetiva de 40x, de forma a pesquisar

estruturas fungicas tipicas de dermatdfitos.

Estes meios devem ser incubados a uma temperatura de 25°C por um periodo de um
més em caso de exame direto negativo, visto que ha fungos de crescimento lento. No caso de
crescerem fungos filamentosos, utilizando-se a técnica da fita cola, devem ser observadas as

estruturas fungicas reprodutoras ao microscopio com contraste azul de lactofenol.

As caracteristicas microscopicas e macroscopicas do fungo devem ser consideradas e
desta maneira facilitar a identificagao do fungo em questao. Caso se obtenha crescimento de
leveduras, as suas colénias devem ser isoladas no meio de Candida ID2 para identificar se se
trata de Candida albicans ou de outra espécie de Candida ou entao na gelose de Columbia para

ser posteriormente identificada.
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6) Identificacdo dos Microrganismos

Apos a cultura ser feita e apos conseguir uma cultura pura e o isolamento dos
microrganismos, a fase seguinte passa pela identificagao da espécie microbiana interveniente e
pelo seu teste de suscetibilidade a antimicrobianos (TSA), ou neste caso o antibiograma. Para
isto fazemos a leitura das placas essencialmente das CPSE, das uroculturas, e que nos permite
identificar as diferentes espécies que estao a provocar patologia, com base na visualizagao

macroscopica e também com base em algumas provas bioquimicas.

O antibiograma é feito em diferentes galerias de ATB consoante a espécie envolvida,
seja esta espécie o Streptococcus, uma enterobactéria, a Pseudomonas ou o Staphylococcus, que
faz variar o antibiograma utilizado, e passado 24 horas a leitura é feita no Mini API, um aparelho
que faz a leitura dos ATB com base na turbidez dos diferentes pogos e que dessa maneira da

os resultados como resistentes ou susceptiveis para os diferentes antibioticos.

Todos os ATB seguem os padroes do EUCAST.

6.1) Provas Bioquimicas

- Teste do Indol

O teste de Indol é uma prova bioquimica que consiste na capacidade de um
microrganismo em degradar o aminoacido triptofano e de produzir indol. Isto s6 ocorre em
microrganismos que possuam uma enzima, a triptofanase. Isto permite que se faga a distingao
entre diferentes microrganismos, uns capazes de degradar o triptofano e outros incapazes de
o degradar. Um exemplo em que pode ser utilizado é para distinguir entre Escherichia coli e
Enterobacter spp. ou Klebsiella spp., mas também para distinguir entre espécies de Proteus, entre
o Proteus vulgaris, negativo para o teste de Indol, e Proteus mirabilis, sendo este positivo para o

teste de Indol. (12)
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- Teste da Catalase

Este teste permite detetar a enzima catalase que degrada o peroxido de hidrogénio em

agua e oxigénio. Este teste é utilizado para diferenciar entre os organismos de Gram positivo.
(13)

Ha varios métodos para fazer o teste da catalase, no entanto o mais utilizado e o que
se usa no laboratorio Luisa Frazao é o método da lamina. O método da lamina consiste em
colocar uma gota de peroxido de hidrogénio numa lamina e depois colocar em contacto com
uma colonia isolada retirada com uma ansa. Caso se observe a formagao de bolhas de oxigénio
libertado pela reagao quimica, estamos perante um teste positivo para a catalase. Caso nao

haja essa formagao de bolhas de oxigénio, significa que o teste é negativo para catalase.

Esta prova é util para diferenciar espécies de Staphylococcus spp de espécies de

Streptococcus spp, sendo, respetivamente, catalase positiva e catalase negativa. (14)

- Teste da Oxidase

O teste de oxidase consiste em detetar a produgao intracelular da enzima citocromo
oxidase por maior parte das bactérias nao fermentadoras (oxidase positiva), ao contrario das

enterobactérias que nao sao produtoras desta enzima (oxidase negativa).

O reagente utilizado é o tetrametil-p-fenilenodiamina dihidrocloreto, que funciona
como um dador de eletroes para o citocromo c. Quando o tetrametil-p-fenilenodiamina
dihidrocloreto é oxidado pelo citocromo ¢, muda de cor para azul escuro ou roxo, sendo
este dado como positivo para oxidase. Em caso de ser negativo este nao muda de cor para

roxo, porque nao ha oxidagao pelo citocromo oxidase. (I5)

- Teste de Hemalise

Este teste é especialmente importante nos Steptococcus, que sao bactérias com
capacidade de lisar os glébulos vermelhos, podendo esta lise ser total ou parcial, e permitindo

isto mesmo distinguir entre os diferentes grupos de Streptococcus.

Esta hemdlise pode ser observada quando semeada em gelose de Columbia ou gelose

de sangue, uma vez que a sua constituicao contém globulos vermelhos.
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A hemolise pode ser:

- B-Hemolise- hemolise total dos globulos vermelhos, formando um halo incolor a volta
das colonias.

- a-Hemolise- ocorre hemodlise parcial dos globulos vermelhos, formando um halo
cinzento esverdeado ao redor das colonias.

-y -Hemodlise- nao ha hemolise.

7) Antibiograma

Com base nas caracteristicas macroscopicas que conseguimos observar nos diferentes
meios, e de acordo com a espécie identificada previamente, vai-se fazer a escolha do
antibiograma, correspondente a espécie especifica, de forma a fazer o seu teste de
suscetibilidade a antimicrobianos, para percebermos a que antibidticos é que o microrganismo
¢ resistente e suscetivel, de forma, a ajudar o médico a administrar a melhor terapéutica

possivel ao paciente.

Para fazer isto, primeiro faz-se uma suspensao bacteriana com colonias da bactéria até,
em caso geral, se obter uma turvagao 0,5 McFarland, sendo esta, uma medida de turbidez
padrao. Desta suspensao bacteriana vai-se transferir um volume conhecido seja 10 pl ou 200
upl, consoante o antibiograma que se quer fazer, para um meio de antibiograma. Depois de
homogeneizar esse meio com a suspensao bacteriana que foi adicionada, transfere-se 135pl

para cada po¢o do ATB que se esta a fazer e perfaz-se os 32 pogos com meio.

Apos isso, deixa-se incubar os antibiogramas na estufa durante 24 horas e no dia
seguinte faz-se a leitura no aparelho MiniApi (BioMérieux) que faz uma leitura com base na
turbidez do meio, se o meio se apresentar turvo num po¢o, quer dizer que houve crescimento
bacteriano com esse antibiético e como tal ha resisténcia, se o meio se apresentar sem
qualquer turbidez quer dizer que o antibidtico é eficaz para combater esse microrganismo e,

portanto, é suscetivel para esse antibiotico.

Para cada microrganismo ha um antibiograma diferente, sendo que no Laboratorio
Luisa Frazao, utilizamos o ATB (BioMérieux), que seguem as normas base da EUCAST. Este

ATB contém cerca de 30 diferentes antibioticos especificos para cada espécie bacteriana.
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As principais mudangas entre os diferentes ATB sao o volume que se passa da
suspensao bacteriana para o meio especifico do ATB e a turvagao de McFarland também varia

com as diferentes espécies de bactérias.

Na Figura 8 serao expostos os diferentes ATBs utilizados no Laboratério Luisa Frazao.

A B C D

Figura 8- Diferentes ATB (BioMérieux) apos incubagao: A- ATB PSE, que se utiliza no caso do
microrganismo ser Pseudomonas; B- ATB STAPH- utilizado em Staphylococcus; C-ATB UR-

utilizado em enterobactérias; D- ATB STREP- utilizado com Streptococcus ou Enterococcus;
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8) SARS-COV 2

O SARS-COQOV 2 é um virus que surgiu em Dezembro de 2019 e desde entao
propagou-se por todo o mundo gerando a pandemia mundial em que estamos envolvidos ha

cerca de 2 anos.

O SARS-COV 2 é um coronavirus RNA de cadeia simples, afeta tanto animais como
humanos e afeta essencialmente a fungao respiratoria dos humanos, levando a infegoes

respiratorias agudas, que levaram a morte de milhoes de pessoas em todo o mundo.

No laboratorio Luisa Frazao devido a situagao que atravessamos, aprendi também a

fazer colheitas para a SARS-COV 2, denominada correntemente, por Covid-19.

Para fazer as colheitas ha uma série de cuidados que tive de ter para nao meter em

risco a minha salide e a dos utentes que comigo fizeram o seu teste.

A primeira parte e a mais importante € a utilizagado de mascara e viseira, de forma a
tornar a entrada do virus no nosso organismo praticamente impossivel, visto que este virus
entra pelas vias respiratorias e se liga a células especificas na nasofaringe, zona onde se faz a
colheita. A segunda parte ¢é utilizar um fato impermeavel, de forma ao virus ficar contido no
fato e nao contaminar a roupa que usamos em casa. A terceira parte € a utilizagao de luvas
quando se faz o teste e a sua posterior desinfegao, assim como, a desinfegao das superficies
todas entre cada utente, de forma as superficies estarem desinfetadas e nao haver

possibilidade do utente seguinte se contaminar-.

A colheita, deve ser feita de forma a que a zaragatoa atinja a zona da nasofaringe de
forma a obter a melhor amostra possivel e ao introduzir a zaragatoa esta deve ser
introduzida rodando a zaragatoa durante 10 a |5 segundos e apds a remoc¢ao da zaragatoa
deve ser colocada num tampao, no caso do laboratorio Luisa Frazao é utilizado tampao

fosfato-salino, denominado, correntemente como PBS.

O RT-PCR, teste de anadlise as amostras de zaragatoa Covid-19, nao aprendi a fazer

no laboratério Luisa Frazao apesar desse teste ser feito no laboratério.
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Imunologia

A drea da imunologia no laboratério Luisa Frazao é composta essencialmente por trés
equipamentos, o Beckman Coulter DxI 600, o Immunocap 100 e o Vidas. Neste setor sao
usadas essencialmente variados tipos de imunoensaios nos doseamentos de marcadores

tumorais, hormonas e de anticorpos.

O Beckman Coulter DxI 600 é responsavel por fazer os doseamentos de hormonas e
alguns marcadores tumorais, o Immunocap 100 utilizado essencialmente para o doseamento
de ANAs , alergias ou mesmo para autoanticorpos e o Vidas é responsavel pelo doseamento
de marcadores tumorais e outros parametros como hormonas ou anticorpos para doengas

virais.

I)Rececdo e Tratamento de Amostras

As amostras recolhidas para este setor sao na sua maioria amostras de sangue e
essencialmente amostras de soro, no entanto também podem surgir amostras de urina
pontual, urina de 24 horas com ou sem acido ou amostras de plasma EDTA ou Heparina. No

entanto, no laboratério Luisa Frazao, trabalhamos essencialmente com amostras de soro.

Estas amostras sao, por norma, colhidas para um tubo que nao contém anticoagulante,
apenas contém um gel separador e microparticulas de silica ativadoras da coagulagao. O soro
€ posteriormente obtido apds acontecer a retragao do coagulo e é em seguida sujeito a

centrifugagao a 4000 rpm (rotagdes por minuto) durante cerca de 9 minutos.

2)Imunoensaios
As hormonas e os marcadores tumorais sao quantificados através de métodos
imunoquimicos. Estes métodos tém como principal base uma reagao entre um antigénio

especifico e um anticorpo especifico.

Ha varios tipos de imunoensaios e irei descrever alguns deles, principalmente, os que
sao utilizados pelos equipamentos do laboratério, sendo eles o teste imunoenzimatico por
fluorescéncia (ELFA) utilizado pelo aparelho Vidas, o imunoensaio por quimioluminescéncia
(CLIA) usado pelo Beckman Coulter Unicel Dxl 600 e o imunoensaio fluoroenzimatico

utilizado pelo ImmunoCap 100.
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2.1) Principios dos Imunoensaios

- Imunoensaios competitivos

Este imunoensaio consiste numa competicao entre dois antigénios distintos, um
antigénio marcado e outro antigénio nao marcado. Estes antigénios vao competir entre si para

se ligarem a uma quantidade finita de anticorpo que se encontra fixa numa matriz solida.(16)

Desta maneira, é adicionada uma quantidade conhecida de antigénios marcados
juntamente com o antigénio da amostra (nao marcado), a matriz com os anticorpos. De
seguida e apos a incubagao e lavagem vai-se determinar o sinal emitido pelas ligagoes entre os
antigénios e os anticorpos. O sinal é inversamente proporcional a concentragao de analito na
amostra, uma vez que quanto mais antigénios da amostra (nao marcados) se ligarem aos

anticorpos, menos antigénios marcados se vao conseguir ligar aos anticorpos. (17)

Desta maneira, ao fazer a leitura da fluorescéncia, tem de se ter em especial atengao
que as concentragoes de fluorescéncia obtidas sao concentragoes inversas das concentragoes

reais e correspondentes a amostra do utente.
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Figura 9- Esquema de Imunoensaio competitivo. (17)
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- Imunoensaios ndo competitivos (Sandwich)

Neste tipo de imunoensaios temos a presenga de dois tipos de anticorpo, estando um
deles fixo numa matriz solida, o anticorpo que captura o antigénio e é mais especifico para o
mesmo, e o outro anticorpo, denominado, anticorpo de detegao de antigénio que se liga num

epitopo diferente do antigénio ligado ao anticorpo de captura.

O antigénio liga-se primariamente ao anticorpo de captura e apos lavagem dos
antigénios livres (nao-ligados) é adicionado um segundo anticorpo, o anticorpo de detegao,
um anticorpo marcado, que se vai ligar a um local de ligagao (epitopo) diferente no antigénio,
formando-se apods esta ligagado um complexo antigénio-anticorpo e, portanto, sendo este o
fendmeno descrito como “sandwich”, devido ao antigénio se encontrar entre os dois

anticorpos.

Sendo assim, quanto mais antigénio se ligar ao anticorpo de captura, mais anticorpos
marcados se vao ligar aos antigénios, logo o sinal que se vai obter vai ser quanto maior quanto
maior o numero de ligagoes de antigénio-anticorpo que ocorrem, logo o sinal de detegao de
anticorpos marcados é diretamente proporcional a concentragao de antigénio que se encontra

na amostra. (17)
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Figura 10- Esquema de imunoensaios nao competitivos (Sandwich). (17)
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2.2) Métodos de Detecao de Imunocomplexos

- Chemiluminescent imunoassay (CLIA)

A quimioluminescéncia ¢ a técnica utilizada pelo Unicel Dxi 600, para executar alguns

imunoensaios e para detetar alguns parametros importantes no diagnoéstico clinico.

A quimioluminescéncia € um método que permite a dete¢io de concentragio das
amostras tendo por base a sua intensidade de luminescéncia e usa como base ensaios

competitivos ou nao competitivos.

No geral, a quimioluminescéncia é definida como a produgao de radiagao
eletromagnética observada quando ha uma reagao quimica em que ocorre a excitagao
eletronica e formagao de um produto ou um intermediario. Este produto ou intermediario,
vai posteriormente emitir luminescéncia ou transferir a energia para outra molécula, que vai

emitir luz. (18)

Os imunoensaios de quimioluminéscéncia indiretos, os imunocomplexos antigénio-
anticorpo tém acoplados um anticorpo marcado, sendo este, por exemplo a fosfatase alcalina
ou a peroxidase de rabano, que vao reagir com substratos cromogénicos, levando-os a emitir

fluorescéncia que é de seguida fotomultiplicada e quantificada.

Recentemente, a quimioluminescéncia tem obtido uma especial aten¢ao em diferentes
campos, passando pelas ciéncias da vida, andlises farmacolégicas e diagnostico clinico, tudo isto

devido a sua alta sensibilidade, boa especificidade e ao elevado tipo de aplicagoes que tem.

Este sistema de andlise permite obter um alto rendimento e reduzir o tempo de andlise

e custos de reagentes e outros afins do laboratorio. (19)
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- Enzyme-Linked Fluorescent Assay(ELFA)

O principio de ELFA é o principio utilizado pelo Vidas. O aparelho Vidas é um sistema
de imunodiagndstico que executa ensaios imunoldgicos. O analisador utiliza o principio de
ELFA (Ensaio Fluorescente ligado a enzima) que é um principio que se adapta a uma grande
diversidade de ensaios combinando um imunoensaio enzimatico com duas etapas, com base

no método nao competitivo (sandwich), e uma leitura final por fluorescéncia. (20)

A enzima utilizada por este principio de ELFA ¢é a fosfatase alcalina e o substrato é 4-
Metil-Umberiferil fosfato (4-MUP) hidrolisado em 4-metil-umbeliferona, que vai gerar

fluorescéncia aos 450 nm, apods excitagao aos 350 nm. (21)

Esta técnica permite a detegao de uma série de parametros, desde marcadores
tumorais, como os CA, CEA, AFP, como também, marcadores de infegoes primarias recentes,
especialmente em gravidas, tais como IgM anti-CMV ou IgG anti-CMV ou marcadores de

infe¢oes virais diversas, como a IgM anti-HAV ou IgG anti-HAV (hepatite A).

- Fluoroenzyme Immunoassay (FEIA)

Este método ¢ utilizado pelo ImmunoCap 100, equipamento utilizado para a
determinagao de diversos parametros, tais como, IgE ou IgG para diversos tipos de alergias e

auto-anticorpos.

O imunoensaio fluoroenzimatico € um imunoensaio para a determinagao de anticorpos
especificos de antigénio em que a reagao enzimatica é revelada pela formagao de um produto
fluorescente. Neste caso, quanto maior for a intensidade de fluorescéncia da reagao

enzimatica, maior a concentragao de anticorpos especificos presentes na amostra. (22)

O imunoensaio fluoroenzimatico tem como base o método nao competitivo, em que
ha um alergénio fixo numa matriz solida e ao qual se liga um anticorpo especifico, por exemplo,
no caso de uma IgE especifica. A IgE especifica, caso esteja presente na amostra, vai entao
ligar-se ao alergénio. Em seguida, vai haver uma lavagem para eliminar os anticorpos nao
ligados. Apos esta lavagem, havera entao a adi¢ao de um segundo anticorpo especifico para o
anticorpo ligado ao antigénio, e que se encontra marcado, levando a formagao do complexo

antigénio-anticorpo.
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Apos incubagao, o conjugado nao ligado é lavado e o conjugado ligado é incubado com

solugao de desenvolvimento. Quando a reagao para, procede-se a leitura da fluorescéncia.

3-Marcadores tumorais

Os marcadores tumorais sao macromoléculas presentes no tumor, no sangue ou em
outros fluidos biologicos e que, em caso de aparecimento ou alteragao da sua concentragao,
pode levar a suspeitar que se trata de um aparecimento ou crescimento de células

cancerigenas ou neoplasicas.

Estes marcadores podem ser proteinas, antigénios de superficie celular, enzimas ou

hormonas, que indicam em caso de alteragao das suas concentragoes a presenga de um cancro.

No entanto, estes marcadores podem, por vezes, estar ligeiramente aumentados e nao
estarem a ser produzidos por células neoplasicas, mas sim por células normais, dai haver
valores de referéncia para cada um dos diferentes marcadores tumorais, de forma a perceber-

se se o aumento € muito elevado ou se esta elevado mas dentro dos valores de referéncia.

(23)

Os marcadores tumorais tém cinco potenciais utilidades no tratamento do paciente,
sejam elas o diagnostico, a monitorizagao da terapéutica, estabelecimento de prognéstico,

observagao de possiveis recidivas e a fase inicial de triagem. (24)

O valor do marcador tumoral é dado consoante o seu grau de especificidade e de
sensibilidade. Dado isso, quase todos os marcadores com a exce¢ao da PSA, nao sao

marcadores ideais para o diagnostico dos respetivos tumores nos mais diversos 6rgaos. (24)

O marcador ideal seria um marcador com todas as caracteristicas descritas acima, ou
seja, com capacidade e utilidade tanto para o diagndstico, monitorizagao de terapéutica,
estabelecimento de progndsticos ou detegao precoce de recidivas. Além disso, deve ainda ser
especifico para um determinado 6rgao, assim como ser um marcador altamente sensivel que

evitaria por completo a presenca de falsos positivos.

Estes marcadores por vezes podem-se encontrar muito aumentados em tumores
benignos em fases iniciais, e nio se encontrarem praticamente aumentados em tumores

malignos, numa fase precoce. (24)
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Devido a essa falta de especificidade dos diversos marcadores, estes nao devem ser
utilizados como método de triagem e diagnostico de tumores, mas sim como forma de

monitorizar terapéuticas.

As determinagoes destes marcadores tumorais, no laboratério Luisa Frazao, sao
realizadas essencialmente em amostras de sangue, mais concretamente no soro, sendo desta

forma um processo pouco invasivo, mais barato e mais rapido.

Na tabela IV, serao apresentados os equipamentos e os marcadores tumorais

analisados em cada um dos equipamentos, no laboratério Luisa Frazao.

TABELA IV- Equipamento e marcadores analisados pelo equipamento

Equipamento Marcadores

Unicel DxI 600 PSA livre
PSA Total

CEA
AFP
Vidas Biomérieux CA 199
CA 125
CA 153
HCG

- Alfa-Fetoproteina (AFP)

A AFP é uma glicoproteina, semelhante a albumina, sintetizada normalmente durante
o desenvolvimento embrionario, tanto pelo figado como pelo saco vitelinico. Apds o
nascimento, a concentracao desta glicoproteina, diminui rapidamente até atingir valores

praticamente nulos. (25)

31



A avaliagao dos niveis séricos da AFP tem valor clinico para auxiliar no diagnostico e
monitorizagao de uma série de patologias, sendo que as principais sao o carcinoma

hepatocelular primario e o tumor testicular.

Esta avaliagao € importante no caso do carcinoma hepatocelular primario, visto que
valores acima de 60% dos casos em que um individuo apresenta niveis séricos superiores a
500 ng/ml, este possui carcinoma hepatocelular. No caso do tumor testicular, os valores
séricos de AFP estao também aumentados em 75% das vezes e deve ser avaliado juntamente
com a concentragao sérica da B-HCG, visto que ambas sofrem um aumento no caso do tumor

testicular.

O aumento da AFP pode também estar relacionada com a regeneragao de tecido
hepatico, associado a hepatite viral, cirrose hepatica ou a necrose de células hepaticas

provocada por medicamentos. (26)

O valor de referéncia da alfa-proteina é de < 5 Ul/ml.

-CA 125

O CA 125 é um antigénio constituido por uma glicoproteina de elevado peso molecular
e que é reconhecido quando estamos na presenga de cancro do ovario ou outras doengas

patoldgicas associadas aos tecidos que tém como origem os ductos de Milller.

Os valores de referéncia do CA 125 em individuos normais, sao abaixo de 35 U/ml e

em caso de serem superiores a este valor podem estar associados a patologias.

Apesar de poder ser associado a outras patologias que nao o cancro do ovario e apesar
das suas limitagoes tanto ao nivel de especificidade como sensibilidade, o CA 125 possui valor
clinico a nivel de diagndstico e monitorizagao do cancro do ovario e como indicador de

prognostico do cancro e de avaliagao de possiveis reincidéncias.

Este parametro aumenta a sua sensibilidade para o cancro do ovario conforme a sua
evolugao. No estadio | apresenta uma sensibilidade de 50% e nos estadios Il a IV aumenta a

sua sensibilidade para valores superiores aos 90%. (27)
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-CA I53

O CA 153 é uma glicoproteina mucinica de elevado peso molecular, utilizada

essencialmente como marcador tumoral do cancro da mama. (28)

Este marcador é um antigénio associado a tumor detetado através de dois anticorpos
monoclonais o DF-3 e o |15 D8. O primeiro anticorpo monoclonal foi descrito como tendo
sido associado a metasteses de cancro da mama no figado, e o segundo anticorpo monoclonal
foi obtido usando uma membrana da globina da gordura do leite materno, respetivamente.

(29)

E essencialmente utilizado como marcador de cancro da mama, sendo no entanto,
também possivel de encontrar em outras patologias, sendo elas alguns tumores, tais como,
tumores ovaricos, pulmonar e hepatocarcinomas.

7

E um marcador que nao deve ser utilizado como marcador de diagndstico de cancro
da mama, visto que nao é suficientemente sensivel para a execu¢ao de diagnostico, no entanto
¢ altamente sensivel e especifico para a detegao precoce de recidivas e prognostico da

patologia.

Os valores de referéncia sao < 30U/ml.

-CA 19.9

O CA 19.9 é um marcador tumoral para muitos tumores colorrectal. Este CA 19.9 foi

descrito como sendo um hidrato de carbono, um oligossacarideo relacionado com o grupo

de Lewis. (30)

O CA 19.9 é por norma utilizado para detetar tumores colorrectais, no entanto,
também se podem encontrar valores elevados de CA 19.9 em caso de pancreatites, cancros

do pancreas, e outros tipos de patologias.

Os valores de referéncia de CA 19.9, sao valores abaixo de 37 U/ml, sendo
considerado este valor como um valor normal. Valores acima deste, podem ser considerados

como valores de potencial patologia. (30)

Este marcador nao ¢é (til, como marcador de diagndstico de cancro, visto que s6 tem

uma sensibilidade mais elevada em estadios do cancro mais avangados, no entanto pode servir
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como marcador para avaliar estadios do cancro e para monitorizar a progressao da doenga

durante a terapéutica. (23)

- Antigénio Carcinoembrionario (CEA)

O CEA é uma glicoproteina envolvida na adesao celular, e normalmente é produzida

durante o desenvolvimento fetal, mas a sua produgao termina antes do nascimento.

Este marcador tumoral ¢ utilizado para detegao de casos de cancro colorrectal, ou

também para cancro de pulmao.

Em alguns estudos, foi detetada uma elevada concentragao de CEA e foi dado como
atil a utilizagao deste marcador tumoral, principalmente em ocasioes de diagnostico precoce
de uma recidiva, em casos de monitorizagao de terapéutica ou mesmo para avaliar a

progressao da patologia. (31)

Este marcador tumoral nao é especifico para diagnostico de cancro, devido a aparecer
elevado em algumas patologias nao cancerigenas, tais como, cirrose alcoodlica, doenga de

Crohn e outras patologias benignas. (23)

Os valores de referéncia neste marcador variam entre 3,5 e 7 ng/ml.

- hCG

A hCG é uma hormona glicoproteica produzida em concentragdes muito elevadas
pelos trofoblastos placentarios. Por norma, utilizado essencialmente para confirmar possivel
gravidez e semanas de gestagao com base na concentragao de hCG, e também pode ser

utilizado como marcador tumoral.

A sua concentragao no soro, aumenta nas primeiras semanas da gravidez atingindo o
seu pico entre as 7 e as |0 semanas, dado que a sua fungao é controlar a secregao da

progesterona e o corpo luteo, durante as primeiras semanas de gestagao.

Esta hormona tem duas subunidades, a subunidade a, que é a mais comum entre as
diferentes hormonas, e a subunidade f, esta que ¢ utilizada especificamente para diagnostico

de tumores nao trofoblasticos. (32)
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A concentragao de hCG, no soro, por norma pode encontrar-se aumentada em casos
de tumores trofoblasticos e em neoplasias nos ovarios e nos testiculos. Quando o tempo de
semi-vida da hCG é maior que 3 dias e meio, pode ser indicagao de ocorréncia de uma recidiva
ou apenas de prognostico adverso, o que pode indiciar a necessidade da toma de uma
terapéutica mais agressiva, sendo por isso este marcador um bom marcador de monitorizagao

da terapéutica.

Este marcador da hCG esta por vezes associado a outros marcadores, tais como, a
LDH e a AFP, sendo que quando estes sao medidos e se encontram em elevadas
concentragoes no soro, pode ser um prognodstico de doenga associada a tumores germinativos

do testiculo.

A hCG, mais especificamente, a BhCG pode ser também detetada em tumores nao
trofoblasticos, tais como, cancro na bexiga, na mama, no rim, na glandula pituitaria, e ainda

outros tecidos. (32)

Os valores de referéncia da hCG é de <5 U/L.

- Antigénio especifico da Prostata (PSA)

Este antigénio especifico da prostata, como o proprio nome indica, € um marcador
tumoral utilizado no diagnostico do cancro da prostata. A PSA tem um papel importante no

diagnostico precoce do cancro da proéstata, sendo importante para a reducao da mortalidade.

(33)

A PSA é uma serino-protease com baixa atividade enzimatica e expressa-se
essencialmente na glandula prostatica e é responsavel pela protedlise de algumas proteinas

que constituem o sémen.

A PSA pode estar presente em varias formas enzimdticas, inicialmente existe o
precursor da PSA, a proPSA que é inativado no liquido seminal e forma a PSA livre. Em

condicoes normais, sao detetadas baixas concentracoes de PSA no soro.

No entanto, elevadas concentragoes de PSA, pode ser indicativo de cancro ou, pode
estar associado a variadas causas, sendo elas, a hiperplasia benigna da prostata ou outro género

de infecao. (34)
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Devido a estes fatores, a PSA nao serve como método de diagnostico, visto que nao
tem especificidade suficiente para ser um marcador de diagndstico, mas é um bom
biomarcador de progressao ou regressao da doenga, ou biomarcador de recidiva apés a
terapéutica. O aumento sérico pode ser utilizado também como indicador de estadio da

doencga.

Para diminuir o nimero de falsos positivos de cancro da prostata, faz-se a percentagem
entre a PSA livre e a PSA total, visto que a PSA livre estd mais associada a doengas benignas,
tal como, a hiperplasia benigna da prostata. Isto é feito, nas concentragoes entre os 2,5 e os
10 ng/ml, sendo que uma relagao mais baixa pode ser maior indicativo de cancro e uma relagao

entre a PSA livre e a PSA total, mais elevada, pode ser indicativo de doengas benignas. (34; 35)

O valor de referéncia da PSA é <4ng/ml.

4- ImmunoCap 100 (Auto-Imunidade e Alergias)

O Laboratério Luisa Frazao esta equipado com um ImmunoCap 100, como ja tinha
sido referido anteriormente. Este ImmunoCap 100 utiliza, essencialmente, a técnica FEIA,
descrita anteriormente e é utilizado para a execugao dos testes de alergias e de auto-

imunidade.

4.1) Auto-Imunidade

A doenga auto-imune pode ser descrita como uma desregulagao ou disfungao no
sistema imunitario, no qual essa mesma disfuncao leva a ativagao do sistema imunologico e da
resposta imunologica contra auto-antigénios celulares ou contra células especificas de alguns

orgaos.

Esta autoimunidade tem varios estadios, uns de progressao e outros de regressao da

propria doenca. (36)

No caso do ImmunoCap 100, este vai avaliar alguns anticorpos, tais como, o anti-

dsDNA, os ANAs e a Imunoglobulina E especifica para as alergias.
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- Anticorpos anti-dsDNA

Os anticorpos anti-dsDNA sao um dos parametros determinados pelo ImmunoCap
100, e sao anticorpos especificos do Lupus eritematoso sistémico. Este Lipus eritematoso

sistémico (LES) é uma doenc¢a auto-imune, na qual ocorre destruigao do tecido conjuntivo.

Elevadas concentragoes de anticorpos IgG anti-dsDNA estao, por norma, associados
a atividade da doenga e seu estadio tendo um papel importante na detegao de nefrite luposa,

que € uma inflamagao do rim causada pelo LES. (37)

- ANAs

Anticorpos antinucleares (ANAs) foram descobertos no soro de pacientes com LES,

no entanto, também foram associados a outro tipo de patologias auto-imunes.

Estes anticorpos foram reconhecidos por reagir com antigénios nao especificos no

nucleo das células humanas.

O método mais comum para analisar os ANAs é o método da fluorescéncia indireta,
que € um dos métodos que sao executados pelo ImmunoCap 100. Por norma, este teste é
feito incubando soro do paciente num substrato de antigénio celular, por norma clones de
células cancerigenas devido a serem, por norma, células imaturas e terem nucleos maiores.
Apos a incubagao e a lavagem, para se detetar os anticorpos do paciente ligados aos antigénios
nucleares é adicionado o composto fluorescente marcado contra anticorpos anti-

Imunoglobulina G. (38)

- Imunoglobulina E (IgE)

A IgE é a imunoglobulina geralmente associada a doencas alérgicas. A identificagao das
substancias que provocam estes sintomas alérgicos € muito importante para os utentes terem

uma melhor qualidade de vida.

Alergia é uma reacao de hipersensibilidade por agao de mecanismos imunologicos. A
alergia pode ser mediada por anticorpos ou por células. Por norma o anticorpo responsavel

pela reagao alérgica é a IgkE. (39)
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Hipersensibilidade é uma reagao imunologica exagerada ao contacto com alergénios
nao proprios. Ha varios tipos de hipersensibilidade, variando de | a IV. O tipo | é o tipo de
hipersensibilidade que envolve a IgE. A reagao que ocorre no tipo | é por ativagio de
mastocitos, células que contém na sua superficie recetores especificos para IgE que
posteriormente se ligam a esses mesmos recetores. As IgE ligadas na superficie vao-se ligar ao

alergénio ativado. Esta reagao de tipo | esta associada a situagoes de renite alérgica e asma.

No laboratério Luisa Frazao, apesar de nao ser comum, sao feitas analises de varias
alergias, como por exemplo, comida, pélen de plantas ou mesmo a pelo de gato. Todas estas

anadlises as mais diversas alergias sao feitas com o soro do utente.

4.2) Imunocromatografia

A imunocromatografia € um conceito que combina a cromatografia, que separa
componentes de uma amostra com base nas diferengas no seu movimento sob um solvente,

com reagoes imunoquimicas.

Atualmente, o sistema imunocromatografico mais utilizado é o teste de tira, um
conjunto de transportadores porosos impregnados com imunoreagentes. Em contacto com a
tira de teste estara a amostra liquida, seja ela soro, plasma, sangue, urina ou outro tipo de
amostra biologica envolvida em algum tipo de tampao, que vai fluir através dos
transportadores e vai haver a formagao de imunocomplexos em zonas especificas da tira, na

zona de controlo e na zona de teste.

Este tipo de testes sao muito utilizados para testes de gravidez, a drogas e

paramarcadores de algumas doencgas. (40)

Nos ultimos anos, o termo imunocromatografia tem sido utilizado para outro tipo de
andlises, separagao de amostras numa coluna contendo um solvente com anticorpos
especificos ligados covalentemente para uma substincia alvo. Apesar de serem andlises

diferentes, ambas tém o mesmo fundamento geral.

No laboratério Luisa Frazao utiliza-se também uma série de testes
imunocromatograficos, tais como, o teste precoce da hCG (teste de gravidez), de
mononucleose infeciosa (Paul-Bunnell), canabindides na urina, sangue oculto nas fezes e testes

de antigénio a Covid-19, mais recentemente.
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Os testes imunocromatograficos sao testes rapidos e que permitem a rapida formagao
de imunocomplexos e permitem resultados com alguma sensibilidade que permitem

diagnosticos rapidos para uma série de pardametros.

4.3) Testes de Aglutinacado

Os testes de aglutinagao sao essencialmente testes rapidos, feitos com técnicas
manuais, e que permitem detetar de forma semi-quantitativa a presenga de anticorpos ou

antigénios.

No laboratério Luisa Frazao sao feitos alguns testes de aglutinagao, tais como, o RPR
carbon, o teste da antiglobulina direta e indireta (teste de coombs) e o teste de artrite

reumatoide (teste RA).

- Rapid Plasma Reagin (RPR carbon)

O teste de RPR (Rapid Plasma Reagin) é um teste de aglutinagao utilizado nos perfis
de gravida e como medida de diagndstico de suspeita de sifilis. Este € um teste de floculagao
nao treponemal que utiliza o antigénio cardiolipina com particulas de carvao para detetar
Reagin. A Reagin vai-se ligar com a particulas de cardiolipina-lecitina-colesterol, que causam a
floculagao. Este teste faz uma determinagao qualitativa e semi-quantitativa da presenga de

anticorpos de sifilis. (41)

- Teste Artrite Reumatoide (RA test)

A artrite reumatoide é uma doenga auto-imune que afeta uma pequena percentagem
da populagio humana. E uma doenca que quanto mais cedo for detetada menor sera a
probabilidade do paciente ter danos irreversiveis. Esta detecao precoce previne a chegada da
doencga a estadios mais avangados. O teste para a artrite reumatoide é com base no fator
reumatoide, que € um autoanticorpo que tem como alvo uma regiao da IgG , sendo este
determinado a partir de um teste de aglutinagao envolvendo o soro do paciente e particulas

de latex. (42)
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Se o resultado for positivo e se obtiver aglutinagao, sao feitas diluigoes para obter a

relagao correta de anticorpos presentes.

- Teste de Coombs

O teste da antiglobulina pode ser um teste direto ou indireto e € por norma

denominado por teste de Coombs.

O teste de Antiglobulina direto (TAD) é utilizado essencialmente para determinar se
os glébulos vermelhos tém Imunoglobulinas G (IgG) ligadas na sua superficie. No laboratério
Luisa Frazao o TAD é feito com base no método do gel na microcoluna em que os eritrocitos
sao inseridos na matriz misturada com reagentes de antiglobulina humana e o gel vai fixar os
eritrocitos que aglutinam, os restantes passam pela coluna e ficam fixados no fundo da coluna.

(43)

O teste da Antiglobulina indireta (TAI) é feito com o soro do utente em contacto com
trés tipos de células sanguineas ja preparadas e apos incubagao e centrifugagao vai-se verificar
se houve aglutinacao. Em caso de haver aglutinagao quer dizer que o utente tem anticorpos

contra os eritrocitos e que nao se deve proceder a transfusao sanguinea. (44)

Este é um teste muito requisitado para gravidas Rhesus negativo, para se verificar se a
gravida produziu anticorpos anti-D por agao dos eritrocitos do feto. No caso de ser positivo,

aumenta a possibilidade de haver lise dos eritrécitos do recém-nascido.

5- Controlo de Qualidade

O controlo de qualidade no setor da imunologia é feito através de um controlo interno,
que consiste num controlo de qualidade multiparamétrico que determina os diversos desvios-
padrao para os variados testes e avaliando diariamente tanto os reagentes como as calibragoes

dos reagentes, principalmente no caso do Beckman Coulter Unicel DxI 600.

Ha também o controlo externo para o Unicel Dxl 600, que é um controlo da Randox

Internacional Quality Assessment Scheme (RIQAS) que é realizado periodicamente.
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O controlo de qualidade do VIDAS é essencialmente o controlo de qualidade externo
do RIQAS em que sao avaliados todos os parametros e os resultados sao enviados a ver se

estao de acordo com aquilo que é determinado.
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Bioquimica Clinica

A bioquimica clinica é um dos principais setores dentro de um laboratoério de analises
clinicas, sendo que é especialmente importante porque nos permite avaliar todas as fungoes
do organismo e o seu funcionamento. Isto é possivel devido ao elevado nimero de parametros

que se consegue avaliar.

Neste setor, sao avaliados diferentes parametros e diferentes tipos de amostra, desde
soro a urina de 24 horas ou urina amostra, para determinagao de albumina de baixa

concentragao, seja nas 24 horas ou na amostra.

Os parametros mais comuns que se determinam no soro dos utentes sao o colesterol
total, o colesterol LDL, o colesterol HDL, os triglicéridos, a glicose, a creatinina, o ionograma
e algumas enzimas, tais como, as transaminases, AST e ALT, a fosfatase alcalina e a

gamaglutamiltranspeptidase (gama-GT).

Estes parametros sao muito Uteis, tanto para monitorizar terapéuticas, como para

auxiliar ao diagnostico de algumas patologias.

Este setor é o setor mais automatizado, visto que o equipamento faz todas as
determinagoes sendo apenas necessario introduzir as amostras no equipamento, e o setor é
constituido essencialmente pelo Beckman Coulter Au-480 que faz todas as determinagoes

bioquimicas através de técnicas fotométricas.
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Hematologia

No setor da Hematologia sao realizadas variadas determinagoes, passando pelo
hemograma com féormula leucocitaria, pela determinagao da velocidade de sedimentagao, pelas
provas de coagulagao e respetivos fatores, até a parte mais manual que envolve essencialmente

a execugao de esfregagos sanguineos e consequente visualizagao ao microscopio otico.

Estes esfregacos podem ser feitos em caso de duvida numa determinada contagem pela
parte do equipamento, ou para confirmagao de alguma patologia. Podem-se fazer esfregagos
para avaliar diferentes tipos de células sanguineas, alguns esfregagos para células mais imaturas,
como reticulocitos, que envolvem um tipo de corante e outros esfregacos para células

sanguineas em que os corantes utilizados sao diferentes.

Este setor é importante para avaliar o estado do individuo e para determinar algumas

patologias, tais como, anemias ou leucemias, em caso de suspeita por parte do médico.

Neste setor, englobamos também a determinagao da hemoglobina glicada, muito

pedida pelos médicos, nomeadamente para monitorizar pessoas com diabetes.

Por norma, é um setor em que a validagao dos resultados nao é demorada.
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Conclusoes

O estagio teve a duragao de 6 meses e determinou o finalizar de 6 anos de estudos e

2 anos no Mestrado em Analises Clinicas.

Foi um estagio que me deu nogoes muito importantes daquilo que é trabalhar e me
preparou para o mundo de trabalho da melhor forma. No estagio aprendi a trabalhar com os
mais diversos equipamentos, a forma de estar num laboratério e permitiu-me por em pratica
as diversas componentes que aprendi durante estes dois anos no Mestrado em Analises

Clinicas.

Foi-me permitido aprender a fazer a manutengao de alguns equipamentos do

laboratério, a interpretar controlos e a fazer calibragoes dos equipamentos.

Durante todo o estagio, todos os funciondrios do laboratério se mostraram disponiveis

a explicar-me todas as duvidas que me iam surgindo durante o percurso.

Durante este estagio foi-me permitido também aprender a fazer colheitas de sangue e

colheitas Covid-19, ambas fundamentais para trabalhar neste meio.

Foram 6 meses muito importantes no meu desenvolvimento pessoal e profissional em
que obtive conhecimentos chave para desempenhar o meu trabalho da melhor forma possivel

e da forma mais profissional possivel.
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