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Resumo

Com o presente relatorio de estagio realizado, no ambito do Mestrado em Analises Clinicas
da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, nos Servigos de Patologia Clinica
(SPC) do Hospital Sousa Martins — Unidade Local de Saude (ULS) da Guarda e Centro
Hospitalar Médio Tejo (CHMT) — Unidade Hospitalar de Tomar, pretende-se descrever
todas as atividades desenvolvidas.

Apo6s uma breve introdugao as instituigoes de acolhimento e descricao dos objetivos, sera
realizada a caracterizagao do SPC do CHMT, onde tive a oportunidade de colocar em
pratica, desenvolver e aprofundar, os saberes e conhecimentos adquiridos durante a
frequéncia do mestrado.

O Estagio englobou as diferentes areas laboratoriais, nomeadamente a Hematologia,
Microbiologia, Bioquimica e Imunologia.

Em termos estruturais, sera caracterizada a organizagao e funcionamento do Servigco, os
equipamentos existentes e os principios das metodologias utilizadas. Serao descritas com
maior pormenor as atividades desenvolvidas e parametros analiticos executados nas areas da
Microbiologia e Imunologia.

Sera ainda descrito o controlo de qualidade realizado nestes setores, uma atividade que

contribui para garantir que as determinagoes realizadas sejam crediveis e fiaveis.

Palavras-chave: Imunologia, Microbiologia, Patologia Clinica.

XVl






Abstract

With this internship report | intend to describe all the activities developed in the Clinical
Pathology Services of Hospital Sousa Martins and Middle Tejo Hospital Center — Tomar
Hospital, undertaken within the Masters in Clinical Analysis of Faculty of Pharmacy -
University of Coimbra.

After a brief introduction to the host institutions and description of the objectives, it will be
performed the characterization of the Clinical Pathology Services of Middle Tejo Hospital
Center — Tomar Hospital, where | had the opportunity to put into practice, develop and
deepen the knowledge and skills acquired during the attendance of the master degree.
Internship included the different laboratory areas, such as Hematology, Microbiology,
Biochemistry and Immunology.

Structurally, it will be characterized the organization and operation of the service, the
existing equipment and the principles of the methodologies used. It will be described in
greater detail the activities and analytical parameters performed in the areas of Microbiology
and Immunology.

It will also be described the quality control carried out in these areas, an activity that helps

to ensure that the decisions made are credible and reliable.

Keywords: Immunology, Microbiology, Clinical Pathology.
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I.INTRODUCAO

O Mestrado em Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
disponibiliza uma formagao especializada nas varias valéncias da area do diagnodstico
laboratorial. O seu plano de estudos contempla um estagio, que permite, nao so, a
consolidagao dos conhecimentos adquiridos, mas também a aquisicao de novas competéncias,

que nos preparam para integrar a rotina Laboratorial de um SPC.

O CHMT, situado na Av. Maria de Lourdes de Mello Castro, em Tomar, integra trés Unidades
Hospitalares, Abrantes, Tomar e Torres Novas, e a sua drea de influéncia engloba I5
Concelhos do Distrito de Santarém, dando cobertura a uma populagao de aproximadamente

150 000 habitantes.

O SPC, centralizado na Unidade de Tomar, desde 2010, constitui um dos muitos servigos que
o CHMT tem ao dispor dos seus utentes e encontra-se sob a responsabilidade do Dr. Carlos
Cortes, Médico Assistente Hospitalar de Patologia Clinica. Sempre a pensar no bem-estar dos
doentes, o SPC tem como objetivo obter respostas atempadas que dignifiquem a necessidade

do doente e ajudem o clinico no seu diagndstico, controlo e monitorizagao.

O relatério apresentado refere-se ao estagio realizado no SPC do CHMT — Unidade
Hospitalar de Tomar, que teve a duragao de 400 horas. As primeiras 200 horas do estagio,
num total de 600 horas, foram realizadas no SPC do Hospital Sousa Martins da Guarda, onde
foi possivel obter um conhecimento geral de um laboratério de anilises clinicas, nas suas

varias areas analiticas.

A ULS da Guarda, criada em Outubro de 2009, integra os Hospitais Sousa Martins (Guarda),
Nossa Senhora da Assunciao (Seia) e doze centros de saude do distrito da Guarda, com
excecao de Aguiar da Beira e Vila Nova de Foz Coa. O projeto tem um ambito distrital e
pretende melhorar a prestagio de cuidados de saude, o diagnostico, o tratamento e a

reabilitacao da salide na regiao da Guarda e dos seus 171 000 habitantes.

O SPC do Hospital Sousa Martins, sob a responsabilidade da Dra. Fatima Vale, esta acreditado

e organizado em 4 areas analiticas: Microbiologia, Hematologia, Bioquimica, Imunologia.



Recebe amostras biologicas provenientes da consulta externa, do internamento e das
urgéncias. Para além destas, chegam ainda ao laboratério amostras provenientes de outros

laboratérios, hospitais e centros de saude.

No ambito do estagio realizado no SPC do CHMT tive a oportunidade de passar por todas as
areas analiticas do laboratorio, nomeadamente Microbiologia, Hematologia, Bioquimica Clinica

e Imunologia.

Foi uma experiéncia, que me permitiu consolidar os conhecimentos adquiridos ao longo do
mestrado e a obtengao de novos saberes. Para isso, contei com o apoio extraordinario de
todos os elementos do SPC do CHMT. Além do contributo para a minha experiéncia
profissional, o contacto diario com o meio hospitalar fez-me crescer, enquanto pessoa. Foi

uma experiéncia bastante gratificante.

Depois de uma breve abordagem a todos os setores, para integragao na rotina diaria do
laboratério, escolhi desenvolver e aprofundar, neste relatério, os sectores da Microbiologia e
da Imunologia. A Microbiologia um fascinio, desde sempre, um mundo nem sempre visivel a
olho nu, mas que assume um papel muito importante nas nossas vidas. A Imunologia, um

mundo deslumbrante, que se tem revelado uma arma poderosa na decisao do clinico.

2. CARACTERIZAGAO DO SERVICO DE PATOLOGIA CLINICA

Para prestar um servigo de qualidade que garanta as necessidades de todos os doentes, o
Servico possui uma equipa de profissionais competentes, constituida por 2 Médicos
Patologistas Clinicos, 6 Técnicos Superiores de Saude, 2 Técnicos Superiores, 29 Técnicos de
Analises Clinicas e Satde Publica, 6 Assistentes Técnicos e 10 Assistentes Operacionais.

O SPC encontra-se centralizado em Tomar e recebe diariamente uma média de 300 doentes

e 3700 provas analiticas (Grafico I).
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Grafico | — Distribuicdo de analises realizadas por setor no ano de 2015.

O SPC aceitou o desafio de centralizar todos os setores analiticos na Unidade de Tomar,
permanecendo dois Laboratérios de Urgéncia e apoio a rotina dos internamentos nas
Unidades de Abrantes e Torres Novas. Em cada uma das Unidades, para além da realizagao de
anadlises urgentes (para o Servigo de Urgéncia e Internamento) é disponibilizado, todos os dias
Uteis, aos utentes internos das consultas externas do Hospital e a qualquer utente externo,
um horario de colheitas de amostras cuja recegao e envio ao Laboratério Central é da
responsabilidade do Laboratério de cada Unidade. Para o efeito, é utilizada a rede de
transportes do CHMT.

O SPC assegura as anadlises do CHMT. Os parametros analiticos menos frequentes ou mais
diferenciados sao enviados para Laboratérios Externos. Para o efeito, as amostras sao
identificadas com nome, niumero de processo do utente e, acondicionadas em sistemas de
transporte a prova de fuga, por forma a garantir a integrabilidade das amostras.

No sentido de uma melhor prestagao de cuidados de saiude a populagao da area abrangida
pelo CHMT, o SPC identificou a necessidade de uma Consulta de Hipocoagulagao Oral. Em
cada uma das Unidades Hospitalares. O SPC é responsavel pelo atendimento dos utentes

desta consulta semanal.

O Laboratorio Central do SPC encontra-se organizado em diferentes areas de trabalho, tais

como sala de espera, sala de colheitas, area administrativa, sala de lavagens, recegao de



produtos, Hematologia, Microbiologia, Bioquimica e Imunologia. Existe ainda um gabinete de
consulta, gabinetes de trabalho, armazéns e sala de arquivo.

No SPC do CHMT a Bioquimica e a Imunologia sao dois setores que ocupam o mesmo
espago fisico comportando-se estrutural e organizacionalmente como um grande setor.

De entre todos os outros, este € o setor de maiores dimensdes e esta dividido em varios
espacos. Num deles, encontram-se os autoanalisadores de imunoquimica onde sao estudados
marcadores tumorais, hormonas e realizados testes de avaliacao cardiaca e monitorizagao de
farmacos, além da serologia infeciosa. Possui ainda espagos apropriados a execugao de
técnicas manuais, estudo eletroforético e imunofixagao das proteinas.

Dentro do setor existe, ainda, um microscopio de fluorescéncia para estudos especificos de
autoimunidade.

As analises efetuadas em cada setor analitico sao validadas no proprio setor, por um Médico
Patologista ou Técnico Superior de Saude, que os pode disponibilizar ao clinico em suporte de
papel e informaticamente.

O SPC esta informatizado com um sistema de gestao laboratorial — ModulLab da Werfen, que
permite garantir a rastreabilidade das amostras, desde o pedido efetuado pelo médico até a
validagao final de todos os parametros analiticos e saida do relatério individual do utente.

O Servico encontra-se certificado pela Norma NP EN ISO 9001:2008 e a Politica da
Qualidade estabelece como principios fundamentais a satisfagdo dos utentes e colaboradores,
a qualidade e segurancga dos cuidados prestados, a melhoria continua do Sistema de Gestao da
Qualidade e a formagao continua dos colaboradores. [1]

Para garantir a Qualidade no Laboratério, desde a fase pré-analitica até a fase pds-analitica, o
SPC dispoe de varias ferramentas, tais como manuais de procedimentos, o Controlo de
Qualidade Interno (CQI), o Programa de Avaliagao Externa da Qualidade (AEQ), formagao

continua do pessoal e cooperagao interlaboratorial.

Devido a existéncia de quatro areas tao distintas, o SPC recebe e processa uma grande
diversidade de produtos. A amostra mais comum e que ¢ utilizada na maioria dos setores é o
sangue/ soro. A urina é a amostra mais frequente no setor de Microbiologia, embora seja
utilizada para a determinagao de metabolitos em outros setores. Com menor frequéncia
aparecem amostras tecidulares, como ganglios e biopsias.

De forma a dar uma resposta rapida e eficiente a todos os doentes, o SPC possui varios

equipamentos, que facilitam o trabalho dos técnicos e especialistas.



Na tabela | encontram-se listados os equipamentos utilizados nas diferentes areas

laboratoriais.

Setor

Hematologia

Microbiologia

Bioquimica

Imunologia

Tabela | - Equipamentos existentes no SPC do CHMT.

Equipamento
Sysmex XE-2100
Sysmex XT-1800i
ACL Top 500
ACL Advance
Test ITHL
HA-8160
Microscan Walkaway 96
Vitek 2

Bactec 9120
Bactec 9000
GeneXpert
UniCel DxC 800
Access 2

GEM Premier 3000
Aution Max
UniCel DxI-800
Immage 800
VIDAS

Mago Plus
Unicap 250
Hydrasys Sebia

Fonte: SPC do CHMT

Fornecedor

Emilio Azevedo Campos
Emilio Azevedo Campos
Werfen

Werfen

Emilio Azevedo Campos
Menarini

Beckman Coulter
Biomérieux

Quilaban

Quilaban

Werfen

Beckman Coulter
Beckman Coulter
Werfen

Menarini

Beckman Coulter
Beckman Coulter
Biomérieux

Isoder

ThermoFisher

ThermoFisher



2.1 — Setor de Microbiologia

Neste setor faz-se a andlise bacterioldgica, micoldgica e parasitologica de diversos produtos
biologicos, nomeadamente urinas, secregoes respiratorias, exsudados (vaginais, uretrais, de
lesSes purulentas, nasais, auriculares, oculares, faringeo, perineal, vaginal/ rectal, endocervical),
sangue, fezes, Liquido Céfalo raquidiano (LCR), liquidos de serosas e outros produtos
biologicos (bidpsias cirlrgicas, gastricas, material de proteses e esperma). E um setor com
muito trabalho manual, desde a sementeira dos diversos produtos, as coloragoes, e a
observagao ao microscopio.

O principal objetivo do trabalho efetuado no Setor de Microbiologia é a identificagao dos
microrganismos (Figura |) responsaveis por um processo infecioso e, sempre que necessario
e possivel, a obtengao do respetivo perfil de suscetibilidade aos antibioticos. Para que este
objetivo seja atingido de forma correta e atempada é fundamental ter em conta um conjunto
de aspetos, que vai desde a requisicdo, a colheita, acondicionamento, transporte e
processamento da amostra.

Durante o estagio, para além da oportunidade de participar nas diversas atividades
desenvolvidas no setor (rececao das amostras, processamento, isolamento em meios de
cultura, identificacao dos agentes patogénicos e antibiogramas), ainda foi possivel a
participagao no processamento de amostras para estudo micobacteriolégico (pesquisa de
Mycobacterium tuberculosis ou bacilos acido-alcool resistentes). [2]

No setor sao utilizadas as coloragoes pelo método de Gram, Ziehl Neelsen modificado
(método de Kinyoun) e fluorescéncia com auramina (Anexo ).

Morfologia das colonias no Gram

Cocos Gram positivo Bacilos Gram positivo Bacilos Gram negativo Cocos Gram negativo
l l l Cultura em Gelose chocolate
Catalase Esporos Cultura em MacConkey PolyViteX VCAT3
I—l —r
*) ©) | (+ (-)
(+) ) Bacillus spp. ) Neisseria spp. Outras
Staphylococcus Streptococcus l Enterobacteriacede ) Patogenica  Neisseria spp.
ou Enterococcus Pseudomonas spp. Haemophilus spp.
Catalase Brucella spp.
*) ) Legionella spp.
Corynebacterium spp. Lactobacillus spp.
Listeria spp. Actinomyces spp. Oxidase
Outras
1
*) )
Pseudomonas spp. Enterobacteriace

Selecao das Cartas de Identificagio Bacteriana

Figura | - Esquema representativo da ldentificacdo Bacteriana.
Fonte: Adaptado de [3]



i) Urina

As infegoes do aparelho urinario sao as mais frequentes na populagao. A infecao urinaria
aguda é geralmente causada por bactérias da flora intestinal saprofita, que invade o aparelho
urinario por via ascendente através da uretra. [2]

A mulher, devido a razoes anatomicas e fisiologicas, tem uma maior predisposicao para este
tipo de infegoes. [2]

Quando a infegao se localiza na bexiga é designada como cistite, por sua vez se atingir o trato
urinario superior designa-se por pielonefrite. [2]

Os agentes etiologicos mais frequentes nas criangas e adultos, sem outras doengas associadas,
sao as Enterobacteriaceas com grande destaque para a Escherichia coli.

Em doentes internados e com fatores de risco como algaliagio permanente, tubos de
nefrostomia, calculos urinarios e outras patologias do aparelho urinario, o leque de agentes
etiologicos alarga-se a outros microrganismos, como Pseudomonas spp., Staphylococcus aureus,
Staphylococcus coagulase negativa, Enterococcus spp., e leveduras, estas Ultimas particularmente
em doentes que estido sob terapéutica antibiotica. [2]

A urina é habitualmente um liquido bioldgico estéril, mas a sua passagem através da uretra
durante a micgao arrasta os microrganismos que a colonizam, podendo induzir erros na
interpretagao da urocultura. Desta forma, a colheita da urina para a realizagao da urocultura
deve obedecer a alguns principios. Na maioria dos casos € o proprio doente que faz a
colheita, pois deve ser o jato médio da primeira urina da manha, colhida em condigoes de
assepsia. [2]

Caso nao seja possivel, deve aguardar-se pelo menos 3 horas apds a ultima micgao antes de
fazer a colheita. Para evitar a contaminagao com a flora normal da vagina, perianal e uretral, é
importante esclarecer o utente sobre o procedimento de colheita.

Para o diagnostico de infecao do aparelho urinario sao validas ainda as seguintes amostras de
urina:

- Pungao de Cateter urinario, executada por pessoal especializado, em doentes algaliados, uma
vez que nao ¢ indicada a colheita de urina do saco da algalia; [2]

- Drenagem de nefrostomia/ ureterostomia;

- Saco coletor em criangas;

- Puncao Supra - pubica, executada por pessoal especializado, é o método de eleicao para
colheita de urina nao contaminada, em criangas ou em doentes cujos resultados de urina sao

de dificil interpretagao.



Apos a colheita, a urina deve ser transportada ao laboratério o mais rapidamente possivel,
uma vez que devera ser semeada até uma hora apos a colheita. Se nao for possivel, devera ser
refrigerada a 4° C e processada até as 24 horas apos a colheita. [2]

Quando a refrigeragao imediata nao € possivel, a urina devera ser colhida para recipiente com
conservante (Acido borico) e colocada & temperatura ambiente. Podera ser processada até 24
horas apds a colheita. Neste caso deve ter-se particular aten¢ao ao volume da urina (10 mL) /

preservante (possibilidade de falsos negativos quando o volume de urina é muito pequeno).

[2]

A andlise da urina divide-se em duas partes, a analise sumaria ou urina tipo Il, que permite
avaliar a presenga ou auséncia de determinados parametros como proteinas, nitratos, glucose
e determinar outros parametros como o pH e a densidade. Realiza-se recorrendo a tiras
reagente Uriflet S, de plastico com areas de reagentes e uma base de calibragao. A base de
calibragao corrige automaticamente interferéncias de cor natural na urina, facilitando a
medicdo dos varios constituintes. Esta funcao permite a sua utilizagdo nos diagnosticos
quotidianos. Para este exame quimico, é utilizada urina nao centrifugada, bem misturada e
recém-produzida. O instrumento Aution max mede a tira automaticamente e imprime os
resultados. A avaliagao da cor e turvagao da urina é efetuada também pelo equipamento.

Para além desta avaliagao, é realizado o exame direto a fresco, ou seja, a observagao ao
microscopio do sedimento urindrio, para averiguar a existéncia de leucécitos, células epiteliais,
eritrocitos, cilindros e cristais, para pesquisa de elementos figurados. [2]

No SPC do CHMT este exame € realizado automaticamente no equipamento Sedimax, que
efetua a centrifugagcao da urina.

A outra parte da anadlise da urina designa-se por urocultura e consiste na quantificagao dos
microrganismos presentes na urina. A urina é semeada em meio de cultura CLED (gelose
diferencial para bactérias fermentadoras da lactose “Cystine Lactose Electrolyte Deficient”).
No servigo de patologia clinica do CHMT, no caso das gravidas ou doentes com colheita por
pungao supra-pubica, a urina é ainda semeada em Gelose complementada com sangue de
carneiro, adaptado a cultura da maior parte das espécies bacterianas (GS).

A inoculagao do meio é feita segundo dois planos perpendiculares, utilizando uma ansa
calibrada de | pl.

O meio CLED é incubado em aerobiose, a 35 + 2°C; O meio GS em aerobiose, a 35 + 2°C,
durante 18 a 24 horas. [3]

E no meio CLED que se realiza a analise quantitativa. Normalmente, sio consideradas

positivas as amostras com uma quantidade de colénias superior a 10° UFC/mL (100 coldnias



quando se utiliza uma ansa calibrada de | pl), como é o caso da figura 2. Amostras que
contém 3 ou mais coldnias diferentes e/ ou tém uma contagem inferior a 10° UFC/mL sio
consideradas polimicrobianas/contaminagao. [2]

No entanto, € na interpretagao dos resultados que surgem os maiores problemas, porque
culturas de urina colhidas por técnicas “assépticas” podem estar contaminadas com flora
normal, incluindo Enterobacteriaceae. Determinar o nimero de coldnias que representa uma
verdadeira infe¢ao e nio uma contaminagao € muito importante e esta relacionada com o
quadro clinico do doente, informagao que nem sempre chega ao laboratério. [3]

Dadas as dificuldades, os laboratorios tem os seus proprios critérios de diagnostico e assim,
todas as amostras colhidas por pungao supra - pubica, cateter urinario ou outra intervengao
cirurgica, sao sempre de valorizar, independentemente do nimero de colonias. As culturas
que apresentem um ndmero de colénias <10° UFC/ mL sio valorizadas ou nio em fungdo da
informagao clinica disponivel. A presenga de fungos ou leveduras, em qualquer nimero, é

sempre reportada ao clinico e a sua identificagao efetuada. [3]

O CLED é um meio solido, seletivo, que permite diferenciar
as bactérias que fermentam a lactose das que nao fermentam
(recorrendo ao indicador azul de bromotimol). As bactérias
que fermentam a lactose produzem coldnias de cor amarela,
por acidificagdo do meio. As bactérias que nao fermentam a
lactose produzem coldnias verdes, azuis ou incolores. A

composi¢ao do meio (fraco conteudo em eletrolitos) previne

a invasao (“swarming”) por Proteus sp.. [2;3;4] Figura 2. Cultura positiva de
uma amostra de urina em meio
CLED.
Fonte: SPC do CHMT

A GS é um meio nao seletivo, em que a presenca de sangue

de carneiro permite a observagao da presenca ou nio de hemolise e o tipo de hemolise,

critério basico para a orientagao da identificacao de algumas bactérias.

A sementeira neste meio é de particular importancia no caso de mulheres gravidas, para
averiguar a presenga ou nao de infecao por Streptococcus agalactiae do grupo B, cuja

transmissao vertical estd associada a varias complicagdes no recém-nascido. [3]



ii) Hemoculturas
Como o sangue é um produto bioldgico estéril, a presenga de microrganismos é sempre de
valorizar, ou seja, o isolamento de um microrganismo a partir de uma hemocultura é
geralmente o agente etioldgico da infecao. Dai a importancia da sua detegao o mais rapido e
rigorosamente possivel.
O ndmero e o intervalo entre as colheitas dependem da situagao clinica, mas nunca efetuar
apenas uma hemocultura por doente. A colheita destas amostras € efetuada, sempre que
possivel, antes do inicio da antibioterapia, de modo a nao haver interferéncias, atraso ou
inibicao de crescimento) na recuperagao dos microrganismos em cultura e utilizando técnicas
estéreis, de forma a minimizar a possibilidade de contaminagao, que pode resultar da
introducao de microrganismos oriundos da pele do doente, maos do técnico, equipamento
contaminado ou durante o processo laboratorial. Desta forma, a desinfecao do local de
pungao, utilizando dois desinfetantes diferentes é conveniente. [2;5]
No minimo, devem ser colhidas duas hemoculturas para frasco de aerobiose, em locais de
pungao venosa diferentes. Pese embora, se considere ser ideal, para o diagndstico de qualquer
bacteriemia, a colheita de pelo menos dois pares de hemoculturas (4 frascos), num periodo de
24 horas antes do inicio da terapéutica antibidtica, com um intervalo de 30 a 60 minutos (no
sentido de detetar microrganismos nas bacteremias intermitentes) em locais de pungao
venosa diferentes para cada par. Duas destas hemoculturas poderao ser inoculadas em frascos
de anaerobiose.
As amostras de sangue, colhidas com agulha e seringa, sao inoculadas em frascos de cultura,
que contém um meio liquido de soja — caseina digerida.
Todos os meios BACTEC sao distribuidos com CO, adicionado. Os meios anaerobios sao
previamente reduzidos e distribuidos com CO, e N,. (Anexo |l - Composicao dos meios de
cultura, BACTEC Plus Aerobio/ F e Plus Anaerdbio/ F). [6]
Antes da inoculagao da amostra, a tampa de borracha dos frascos é desinfetada com alcool a
70° (ou solugao desinfetante equivalente, de acordo com politica de desinfetantes do CHMT),
tendo o cuidado de deixar evaporar todo o alcool antes de puncionar a borracha. O volume
correto € condigao imprescindivel para a recuperacao de microrganismos. Nas criangas, a
concentragao de microrganismos durante o periodo de bacteriemia é muito mais alta do que
nos adultos, por isso sao necessiarios menores volumes de sangue. Assim, os seguintes
volumes devem ser respeitados:

Frasco para hemocultura (adultos) - 8a 10 mL

Frasco para hemocultura pediatrico - | a 3 mL.
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Para o caso particular das criangas esta ainda recomendado que o volume colhido seja

adaptado a idade e ao peso (Tabela II).

Tabela Il - Volumes de sangue, para colheita de hemocultura, adaptados a idade e peso das criancas.

Peso Vol. sanguineo Vol. sangue a Vol. sangue a Vol. total a % Vol. sangue
corporal colher (1* colher (2* colher corporal a colher
estimado colheita) colheita)

<1l Kg 50-99 mL 2mL - 2mL 4%

1.1-2 Kg 100-200 mL 2mL 2mL 4 mL 4%
2.1-12.7 Kg >200 mL 3mL 3mL 6 mL 3%
12.8-36.3 Kg >800 mL 10 mL 10 mL 20 mL 2.5%

>36.3 Kg >2200 mL 20-30 mL 20-30 mL 40-60 mL 1.8-2.7%

(adaptado de “A Guide to Utilization of the Microbiology Laboratory for Diagnosis of Infectious Diseases: 2013
Recommendations by the Infectious Diseases Society of America (IDSA) and the American Society for Microbiology
(ASM)”, Clin Infect Dis. (2013) 57 (4): 485-488)

Os volumes colhidos tém em consideragao a manutengao da proporg¢ao recomendada pelo
fabricante em relagao ao meio de cultura, que é I:5. [2]

Apos colheita, as hemoculturas devem ser enviadas de imediato ao SPC. Nao sendo possivel,
para pesquisa de bactérias, conservar em estufa (35° £ 2°C). [3]

Os frascos de cultura (Plus Aerdbio/ F e Plus Anaeroébio/ F) sao colocados o mais rapidamente
possivel no equipamento da série fluorescente BACTEC para incubagao e leituras periodicas.
No SPC do CHMT o equipamento disponivel ¢ o BACTEC 9120.

Cada frasco contem um sensor quimico que consegue detetar aumentos no CO, produzido
pelo crescimento dos microrganismos, por fluorometria. O sensor é monitorizado a cada dez
minutos, relativamente ao aumento da respetiva fluorescéncia, proporcional a quantidade de
CO, presente, ou seja, se existirem microrganismos na amostra de teste inoculada dentro do
frasco BACTEC, ocorrera a producio de CO,, quando os organismos metabolizam os
substratos presentes no frasco. A andlise da velocidade e da quantificagao do aumento de CO,
permite ao equipamento determinar se a leitura do frasco € positiva, ou seja, se a amostra
testada contém microrganismos viaveis. [3;5]

Nao havendo crescimento bacteriologico, as amostras ficam no sistema automatizado durante
5 dias ou até 28 dias quando suspeita de diagnéstico de Brucella spp. Ao fim deste tempo €
concluida a sua negatividade.

Quando as amostras siao positivas realiza-se um exame direto e subculturas para um meio
solido a partir dos frascos de hemoculturas. No caso do exame direto, as amostras sao
coradas pela técnica de Gram e observadas ao microscépio. Para a realizagao da subcultura as
amostras sao semeadas em GS pela técnica de esgotamento do produto a superficie do meio
solido, com incubagiao em aerobiose + CO, a 35° + 2°C até as 48h (Figura 3). [2]

A gelose de sangue é um meio nao seletivo, adaptado a cultura da maior parte dos

microrganismos incluindo os fastidiosos. E suplementado com sangue de carneiro, que fornece
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o fator X (Heme), permitindo a observacao da presenga ou nao de hemolise e o tipo de
hemolise, critério basico para a orientagao da identificagao de algumas bactérias. [3]

No caso de suspeita de Brucella sp., para além da GS, as amostras positivas sao semeadas em
gelose de chocolate enriquecida com Polyvitex (PVX), um meio nao seletivo recomendado
para o crescimento de microrganismos fastidiosos. E composto por uma base nutritiva
enriquecida com fatores X (hemina) e V (Dinucledtido de Nicotinamida e Adenina - NAD),
fornecidos pela hemoglobina e polyvitex. [7,8]

As culturas sao incubadas em aerobiose a 35° + 2°C até as 48 horas.

Sempre que no exame direto corado pela técnica de Gram sejam observados cocobacilos
Gram negativo é efetuada subcultura em meio de Haemophilus (HAE), incubado em aerobiose
+ CO,, a 35° £ 2°C, durante 24 horas.

O HAE é um meio seletivo que se destina ao crescimento de microrganismos mais exigentes,
€ uma variante da gelose de sangue onde os eritrocitos se encontram lisados apos
aquecimento a 60 °C. [7,8]

O fato de os eritrocitos estarem lisados permite o crescimento dos Haemophilus, pois estes
microrganismos necessitam de dois fatores de crescimento, o Fator X (heme) e Fator V
(NAD), fornecidos pela hemoglobina, presente no interior dos eritrocitos que, apos lise, é

libertada, podendo ser utilizados pelos microrganismos. A seletividade é obtida pela

combinacao de antibidticos. [7,8]

Figura 3 - Subcultura em GS de 2 pares de hemoculturas
positivas para Escherichia coli, do mesmo doente, um par
inoculado em meio de cultura que favorece o crescimento
de microrganismos aerobios e o outro em meio de cultura
que favorece o crescimento de microrganismos anaerobios.
Fonte: SPC do CHMT

Hemocultura em aerobiose (Amostra |)
Hemocultura em aerobiose (Amostra 2)
Hemocultura em Anaerobiose (Amostra I)
Hemocultura em anaerobiose (Amostra 2)

anop

Quando o produto tem pedido de estudo micoldgico é acrescentado um meio seletivo para
fungos, gelose de Sabouraud com cloranfenicol e gentamicina (SAB), incubado em aerobiose, a
30°C. O SAB é um meio recomendado para o isolamento de fungos e leveduras a partir de
amostras polimicrobianas. A acidificagdo do meio e o aumento do nivel de peptonas e de
dextrose favorecem o crescimento de fungos. A presenca de gentamicina e cloranfenicol inibe

o crescimento bacteriano.
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iii) Ponta de cateter vascular

O processamento deste tipo de produtos tem como objetivo avaliar a possibilidade de
responsabilidade do cateter como origem de um quadro de bacteriemia. Para efeito de
padronizacao e valorizagao das culturas, devem ser colhidos assepticamente 5 cm da porgao
terminal do cateter, colocados em recipiente estéril e seco, enviado imediatamente ao
laboratério.

A sementeira é feita em GS pelo Método de Maki (Figura 4), que consiste em, com o auxilio
de uma pinga estéril, colocar a ponta do cateter na superficie do meio de cultura, fazendo o
rolar por toda a superficie do meio, para frente e para tras, pelo menos duas vezes. Para a
obtengao de coldnias isoladas, € muito importante que a ponta do cateter role sobre o meio e
nao seja esfregado. Sao consideradas positivas, as culturas que, apds 24h de incubagao em
atmosfera de aerobiose + 5% CO,, a 35° + 2°C, apresentem desenvolvimento superior a |5
coldnias. [2]

Na interpretagao dos resultados deve realizar-se a identificagao e estudar a suscetibilidade aos
antimicrobianos em estirpes isoladas com grande probabilidade de serem agentes patogénicos,
independentemente do numero: Streptococcus beta-hemolitico do Grupo A de Lancefield,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa; Agentes potencialmente patogénicos com
suscetibilidade imprevisivel aos antimicrobianos; Microrganismos isolados de doentes com
infecOes associadas a cateteres e de locais normalmente estéreis. [2]

Sao considerados agentes provavelmente “contaminantes” da pele: (geralmente nao
responsaveis por infecao) Staphylococcus coagulase negativo, Streptococcus viridans, Bacillus spp.,
difteroides, com excegao de microrganismos isolados em cultura pura e observados no exame
direto corado pela técnica de Gram. [2]

Quando estio presentes mais do que duas/ trés espécies microbianas (particularmente da
flora da pele) nao devem ser valorizados laboratorialmente. [2]

Correlacionar os isolamentos da cultura do cateter, com o resultado da hemocultura
concomitante. [2] Nao sao recebidos cateteres para estudo sem hemocultura a acompanhar.

Na figura 4 estd representada uma cultura positiva de uma

ponta de cateter, em GS, pelo

Método de Maki.

Figura 4 - (a.) cultura positiva de ponta
de cateter, semeada em GS pelo Método
de Maki (b.) para Escherichia coli.

Fonte: SPC do CHMT
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iv) Fezes

O trato gastrointestinal, principalmente o intestino e o colon sao zonas ricas em flora
microbiana. Apesar da existéncia de barreiras naturais do organismo contra os
microrganismos invasores, as perturbagoes gastrointestinais tém uma elevada incidéncia na
populagido em geral, com grande morbilidade em determinados grupos etarios (criangas e
idosos).

Frequentemente os médicos generalistas deparam-se com casos de diarreia aguda, no entanto,
os microrganismos responsaveis por esta infecao tém vindo a alterar-se, devido a varios
fatores tais como a maior frequéncia de viagens intercontinentais, aumento do numero de
doentes imunodeprimidos e o desenvolvimento de métodos de diagnostico cada vez mais
sensiveis.

Os antecedentes epidemiologicos, a existéncia de fatores predisponentes, a presenga de sinais
e sintomas clinicos e o tipo de diarreia devem orientar na pesquisa do agente etiologico.

A amostra deve ser colhida para um recipiente estéril e devem ser processadas até 2 horas
apos a sua emissao, sem sofrer refrigeragao. Em situagdes em que nao exista essa
possibilidade, as fezes sao colocadas em meio de transporte de Cary Blair.

Devem ser obtidas até um total de trés amostras colhidas em dias consecutivos, porque a
emissao dos microrganismos nao é continua. [2;3]

Por rotina, no SPC do CHMT, realiza-se a pesquisa das Enterobacteriaceas, Salmonella spp.,
Shigella spp. e Yersinia enterocolitica. E ainda efetuada a pesquisa de Campylobacter spp., da
familia Neisseriaceae. Dentro do género, as espécies mais frequentemente isoladas e associadas
a gastroenterites humanas sao C. jejuni e C. coli. [3]

Caso haja necessidade de pesquisar outros microrganismos o laboratoério deve ser informado.
As amostras sao semeadas em meio de MacConkey (MAC), Hektoen (HEK), Yersinia (YER) e
em caldo de selenito, incubados em aerobiose, a 35 + 2°C, durante 24 horas. Para a pesquisa
de Campylobacter spp. faz-se a sementeira em gelose Campylosel (CAMPY), incubada a 42° +
2°C, durante 72 horas, em microaerofilia (5% de O,, 10% de CO,, e 85% de N,).

O MAC é um meio seletivo e diferencial. Este meio é seletivo para bactérias Gram negativo. A
seletividade é fornecida pelos sais biliares e cristal violeta.

E também um meio diferencial para bactérias fermentadoras da lactose, que permite detetar a
sua fermentagao através da mudanga de cor para vermelho. As bactérias que fermentam a
lactose formam colonias de cor rosa a vermelho. As bactérias que nao fermentam a lactose

formam colonias incolores ou de cor bege. [7]
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O HEK é considerado um meio seletivo e diferencial, recomendado para o isolamento de
espécies de Salmonella e Shigella. [7]

Este meio é constituido por sais biliares e corantes que inibem o crescimento de bactérias
Gram positivo. Contém ainda trés hidratos de carbono, lactose, sacarose e salicina que nao
sao utilizados pela Shigella spp. nem pela Salmonella spp., permitindo dessa forma a
diferenciagao destes microrganismos, relativamente a outros que os utilizam, como a
Escherichia coli. A fucsina acida e o azul de bromotimol funcionam como indicadores de pH,
sendo que na presenga de microrganismos fermentadores o meio muda de cor para
salmao/amarelo. No caso dos microrganismos nao fermentadores, como é o caso das
bactérias que pesquisamos neste exame, mantém-se inalterado, colénias verdes ou verdes
azuladas (Figura 5). [7]

Este meio possui ainda tiossulfato de sodio e citrato de
amonio férrico, que permitem a producao de H,S por parte
de algumas espécies de Salmonella spp., surgindo assim as
colénias com um centro negro, o que permite a distingao

com a Shigella spp.. [3]

O meio YER CIN (Cefsulodina, Irgasan e Novobiocina) é um
meio de isolamento seletivo para detecao e diferenciagdo  Figura 5 - Meio HEK inoculado

. o . com amostra de fezes positiva
de espécies de Yersinia em amostras de fezes (Figura 6). para Shigella spp.

. . . . Fonte: SPC do CHMT

O vermelho neutro presente no meio permite diferenciar
Yersinia pela cor das colonias (rosa escuro a colonias vermelhas). A presenca de colato,
desoxicolato e cristal de violeta, inibem o Irgasan e antibioticos de bactérias gram-negativas e

gram-positivas. [7]

Figura 6 - Meio YER CIN inoculado com amostra de fezes
positiva para Yersinia enterocolitica.
Fonte: SPC do CHMT

O Caldo de Selenito, meio liquido e seletivo, utilizado para enriquecimento e isolamento de

espécies de Salmonella e Shigella. O selenito inibe a maioria das Enterobacteriaceae. [2;3]
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Normalmente, é recomendado que, apds 6 a
12 horas de incubagao, sejam efetuadas
subculturas para meio de MAC e outros meios
seletivos, a partir do meio de enriquecimento,
porque este é o tempo médio de inibicao do
crescimento de outros microrganismos, como

Proteus spp.. [2]

O meio CAMPY é um meio seletivo para
Campylobacter spp., que inibe a maioria dos
contaminantes bacterianos e flngicos, devido a
presenca de antibidticos e antifungicos no

meio. As coldnias caracteristicas de

Campylobacter sao pequenas e acizentadas (Figura 7). A amostra deve ser incubada a 42°

Figura 7 - Cultura em meio CAMPY de uma
amostra de fezes, positiva para Campylobacter

jejuni as 48h. Fonte: SPC do CHMT.

I+

2°C, durante 72 horas, em microaerofilia (5% de O,, 10% de CO,, e 85% de N,). [7]

No entanto, deve proceder-se a realizagao do
exame direto corado pela técnica de Gram
(Figura 8), para verificar a morfologia (em
forma de “Asa de Gaivota”). Para observar a
mobilidade (exame entre lamina e lamela), as

24 horas e as 48 horas. [3]
O teste da catalase e da oxidase permitem a

identificagao presuntiva de Campylobacter

spp., ambos positivos. [3]
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O Clostridium difficile € uma bactéria responsavel por colites pseudomembranosas e diarreias
graves devido a associagao de antibioticos, que diminuem a flora comensal permitindo a
proliferagao deste microrganismo. O Clostridium difficile produz duas toxinas: a toxina A, uma
enterotoxina, e a toxina B, uma citotoxina. Estas toxinas sao responsaveis por causar danos
no hospedeiro.

Tal como ja foi referido, as amostras de fezes devem ser processadas o mais precocemente
possivel. No caso particular do Clostridium difficile se, por algum motivo, houver atraso no

processamento, a conservagao previsivel € a indicada na tabela Ill:

Tabela lll - Conservaciao de amostras.
Temp. Ambiente 2 Horas
Refrigerada 72 Horas
Congelada | Semana

Fonte: ARUL Laboratories (http://www.aruplab.com)

No setor de Microbiologia do SPC do CHMT a pesquisa de Clostridium difficile s6 é efetuada
em amostras diarreicas e em situagoes pedidas por parte do especialista, conforme Norma
DGS 019/2014, de 19/12/2014, com atualizacio em 24/03/2015 (Anexo lIl). E utilizado o teste
H&R C. difficile GDH. Teste rapido, imunocromatografico, que permite a detegao qualitativa da
glutamato desidrogenase (GDH) de Clostridium difficile. Se o resultado é negativo, a pesquisa
esta concluida. Se o resultado é positivo (Figura 9), ou seja, se o Clostridium estiver presente,
faz-se a pesquisa da toxina A/B, utilizando o teste H & R Clostridium difficile Toxin A-B, um
teste rapido, imunocromatografico, para a detegao qualitativa do antigénio da toxina A e B,
em amostras de fezes.

Clostridium difficile pode estar presente sem haver infecao, a produgao de toxinas é que é

patogénico. [9]

— -
Figura 9. Representacdo de um resultado positivo do teste de pesquisa de GDH de Clostridium difficile
utilizando o teste H&R Clostridium difficile GDH.
Fonte: SPC do CHMT
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Em casos de suspeita clinica de parasitose intestinal, o exame parasitoldgico é fundamental,
como forma de proceder a identificagao correta de ovos, quistos e parasitas.

Nestes casos, também porque a emissao nao é continua, devem ser obtidas trés amostras,
colhidas em dias alternados, para frascos secos, limpos e resistentes. As amostras nao devem
ser misturadas nem estar contaminadas com urina. Realiza-se uma analise macroscépica, para
avaliar a consisténcia, a cor, a presenga de muco ou sangue e a presenga de parasitas.

E ainda realizado um exame microscépico, utilizando o dispositivo IBERKIT Easy-Copros, que
tem por base o método de sedimentagao por centrifugagcao de Ritchie, simplificado, com a
finalidade de concentrar num pequeno volume, ovos, quistos e larvas de parasitas,
provenientes de amostras fecais para posterior identificagao. [5]

Para a pesquisa de Enterobius vermicularis (Oxiuros), parasitose intestinal mais frequente na
crianga em idade escolar, a técnica da fita adesiva é a mais indicada, porque raramente os ovos
sao encontrados nas fezes. A colheita deve ser efetuada de manha ao acordar, antes do banho
ou defecao, e consiste em aplicar fita adesiva na regiao perianal, remové-la e cola-la numa
lamina para visualizagio microscopica - Teste de Graham. Os adultos vém-se
macroscopicamente. [|0]

A enterobiose ou oxiuriase € adquirida pela ingestao de ovos embrionados, as larvas eclodem
no intestino delgado e os adultos estabelecem-se no coélon. O acoplamento tem lugar na
porcao terminal do ileon. As fémeas adultas contendo no seu interior os ovos “fémeas
gravidas” (Figura 10) migram durante a noite e depositam os ovos na regiao perianal, causando
prurido intenso. [10]

O diagnodstico é efetuado quando se detetam vermes adultos (de cor branca, a Fémea com |

c¢cm e o macho com 0,5 cm de comprimento) e/ ou ovos (Figura 10). [10]

Embora a principal via de
transmissao seja a mao - boca

(autoinfegao), o diagnostico

laboratorial e  posterior Figura 10 — Observacido microscopica de Adulto fémea de Enterobius
i . vermicularis com ovos em amostra de fezes de uma crianca.

tratamento é MUito  Fonte: SPC do CHMT

importante, porque,

transmissao pessoa — pessoa pode ocorrer, dada a natureza dos ovos, muito pequenos (50-

60pm), facilmente podem ser inalados por manipulagao de roupas ou objetos contaminados

(roupa de cama, banho, brinquedos), transformando-se em epidemias familiares. [10]
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A pesquisa de sangue oculto nas fezes é fundamental, no rastreio ou suspeita clinica de
patologias gastrointestinais inferiores, tais como cancro colon-retal, podlipos e grandes
adenomas que sangram. Esta analise no SPC do CHMT ¢é efetuada recorrendo ao Chemtrue®
teste One-Step FOB, um teste rapido, imunocromatografico, para detegao qualitativa de
hemoglobina de sangue humano nas amostras fecais, através da interpretagao visual do

desenvolvimento de cor no dispositivo de teste. [ 1]

O dispositivo para a realizagao do teste contém uma tira que se encontra revestida com um
anticorpo anti hemoglobina humana na regiao T (teste) e um anticorpo de cabra anti rato na
regiao C (controlo). A amostra de fezes, dissolvida em tampao salino, é colocada num po¢o
que contém um anticorpo anti hemoglobina humana conjugado de ouro coloidal, localizado no
fim da membrana. Quando a hemoglobina humana esta presente na amostra de fezes, a
mistura de conjugado e da amostra extraida ascende ao longo da membrana cromatografica
por capilaridade. Os testes sao considerados positivos, quando aparece uma banda colorida na
regiao T. O bom desempenho do teste é indicado pelo aparecimento de uma banda colorida

na regiao C. [I 1]

Na figura | | estao representados os varios resultados que podemos obter neste teste. [| 1]

—_— il —— 1
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Figura 11 - Representacdo dos possiveis resultados do teste de pesquisa de sangue oculto utilizando o

Chemtrue® teste One-Step FOB.

(Fonte:http://www.interchemical.com/products.asp?ID=39)
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A identificagado morfologica e bioquimica de algumas espécies é apoiada por técnicas

seroldgicas.

E. coli OI57 TesT: consiste num teste de aglutinagdo em latex para a identificagio do
serogrupo E. coli O157.

Algumas estirpes de Escherichia coli tém sido relacionadas com casos de colite hemorragica
(CH) e de sindrome urémica hemolitica (SUH). Tem sido mostrado que estas estirpes
produzem uma verocitotoxina (VT). O serotipo de Escherichia coli mais frequentemente
isolado nos casos de CH e SUH é o OI57:H7. O isolamento deste serotipo em fezes
diarreicas, particularmente quando se observa a presenca de sangue é indicativo de uma
estirpe produtora de VT.

O teste em latex Oxoid Escherichia coli O157 demonstrara por aglutinagao em lamina, estirpes
de E. coli que possuem o antigénio do serogrupo O157.

Caso haja aglutinagao no espago de um minuto o teste é considerado positivo. [12]

BD Difco: Salmonella antisoro O, Salmonella antisoro H e Salmonella antisoro Vi, sao
antisoros de coelho policlonais liofilizados, que se utilizam nos testes de aglutinagao para a
identificagdo de Salmonella mediante antigénios somaticos (O), flagelares (H) e Vi,
respetivamente. [6]

A espécie Salmonella é responsavel por uma diversidade de doengas humanas, que podem
variar de uma simples gastroenterite, com remissao espontanea, até formas mais graves, com
bacteriemia ou febre tifoide, podendo colocar em risco a vida do doente. A doenca grave e a
bacteriémia estio normalmente associadas com trés serotipos de Salmonella entérica
subespécie entérica (choleraesuis, paratyphi A e typhi).

Os antigénios somaticos O sao termoestaveis e identificam-se primeiro. O antigénio Vi é
termolabil e pode rodear a parede celular, comprometendo a atividade do antigénio somatico.
Os microrganismos com o antigénio Vi nao aglutinam no antisoro O. Os Antigénios flagelares
H sao termolabeis e estao normalmente associados a mobilidade.

A identificagdo da espécie Salmonella inclui testes bioquimicos e serolédgicos. O teste
serolégico consiste numa reagao de aglutinagao antigénio — anticorpo. Uma reagao positiva é
rapida, de alta afinidade (a regiao variavel do anticorpo interage com o antigénio em varios
locais) e alta avidez (elevada especificidade do anticorpo), que se traduz na formagao de um
complexo antigénio-anticorpo estavel e forte.

Caso haja aglutinagdo o teste é considerado positivo. Um teste positivo deve apoiar a

identificagdo morfoldgica e bioquimica do microrganismo.
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v) Aparelho Respiratorio Superior

As infe¢oes das vias respiratérias superiores sao muito frequentes, sendo a maior parte de
origem viral. Apesar destas infegoes ocorrerem sobretudo em picos sazonais, todo o ano
chegam ao laboratéorio amostras para o diagnodstico bacterioldgico, uma tentativa de
identificar, entre uma flora indigena abundante, o (s) agente (s) implicado (s). [2]

No aparelho respiratério superior existe uma flora mista abundante, constituida por aerdbios
e anaerobios. Varios agentes patogénicos tais como o Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
pyogenes, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, leveduras e membros das
Enterobacteriaceae, podem constituir uma flora transitéria ou estar presente em pequeno
numero na orofaringe de individuos saudaveis. Nos seios paranasais e ouvido médio, em

individuos saudaveis, nao ha flora microbiana. [2]

Na tabela |V estao representadas as principais infe¢oes bacterianas do Aparelho Respiratorio

Superior e respetivo agente patogénico. [2]

Tabela IV - Principais infec6es bacterianas do Aparelho Respiratério Superior e respetivo Agente patogénico.

Sindrome Clinico t2] Agente Patogénico
Faringite Estreptocécica Streptococcus pyogenes (Streptococcus B-hemolitico do grupo A)
Faringite Gonocdcica Neisseria gonorrhoea
Faringite na Tosse Convulsa Bordetella pertussis
Faringite Diftérica Corynebacterium diphtheriae
Epiglotite Haemophilus influenzae tipo B
Sinusite* Streptococcus pneumoniae

Haemophilus influenzae
Moraxella catarrhalis
Streptococcus spp.
Staphylococcus aureus
Bacilos Gram negativo
Otite Média Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Haemophilus influenzae

*Frequentemente de origem enddgena, a partir de microrganismos presentes nas vias aéreas superiores.
A colheita é realizada por especialista e a Ginica amostra valida para exame bacterioldgico ¢ obtida por pungio do seio perinasal.

A colheita de amostras das vias respiratorias superiores, com fins epidemiologicos, ocorre na
maioria das vezes com o objetivo de se fazer a detegao de portadores de Staphylococcus aureus
e de Neisseria menigitidis. [2]

O despiste de portadores de N. meningitidis assume particular importancia no controlo de

disseminagao da infegao a partir de um caso de doenga meningococica. [2]
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No SPC do CHMT nos exsudados nasais e perineais, por rotina, apenas se pesquisa, para fins
epidemiologicos e de contengao no meio hospitalar, a presenca de Staphylococcus aureus
meticilina resistente, com vista a auxiliar na prevencao e controlo de infe¢oes em instalagoes
de cuidados de saude, de acordo com a Norma DGS 018-2014 (Anexo V). Para o efeito, o
produto é semeado em meio cromogéneo Staphylococcus aureus resistentes a meticilina

(MRSA), incubado em aerobiose, a 35° + 2°C, durante |18 horas.

A gelose chromID MRSA SMART é um meio de cultura cromogéneo destinado ao rastreio de
estirpes de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) nos pacientes portadores ou
pacientes de risco. Os MRSA sao bactérias multirresistentes que podem ser responsaveis por
infecoes nosocomiais.

A gelose chromlD MRSA SMART é constituida por uma base rica que associa diferentes
peptonas, substratos cromogéneos e uma mistura de antibioticos que permitem a detecao
direta de estirpes de MRSA pela revelagcao da atividade enzimatica. Estas estirpes produzem
uma a — Glucosidase e formam coldnias rosa a vermelho
(Figura 12). [7]

A mistura seletiva de antibioticos permite inibir a maioria das
bactérias Gram negativo e Gram positivo (n2o pertencentes ao
género Staphylococcus, bem como leveduras e fungos.

Neste contexto, a utilizagio da gelose chromolD MRSA

. . . T . . ; -
SMART no rastreio contribui para a vigilancia ativa de MRSA. - e
7 Figura 12 - Meio de cultura
[7] ChromiD  MRSA  SMART
N dad far . . inoculado com um exsudado
os exsudados faringeos, por rotina, apenas se pesquisa a g, positivo para

L. Staphylococcus aureus meticilina
presenca de Streptococcus B-hemolitico do grupo A esistente.

(Streptococcus pyogenes) (exame cultural ou, se pedida, Fonte: SPC do CHMT

pesquisa de antigénio), principal causa de faringite bacteriana. Outras causas de faringite sao a
Neisseria gonorrhoeae, Bordetella pertussis e Corynebacterium diphtheriae, devendo a pesquisa
destes agentes ser feita exclusivamente quando existe suspeita clinica e por solicitagao
especifica do Médico. [2]

As amostras sio semeadas em GS, incubada em aerobiose + CO, a 35° + 2C durante 24
horas, e em caldo de enriquecimento “Brain Heart Infusion” (BHI), incubado em aerobiose a
35° + 2C. O BHI é um meio liquido, nao seletivo, com coragao e cérebro. [2]

No SPC do CHMT nao se realiza a pesquisa de microrganismos anaerébios, em caso de

suspeita as amostras sao enviadas ao Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA).
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vi) Aparelho Respiratério Inferior

O sistema respiratério apresenta variados mecanismos de defesa contra as infegoes: tosse,

cilios nasais, humidificagao das fossas nasais, flora normal da nasofaringe e orofaringe, tapete

mucociliar dos seios nasal, ouvido médio e da arvore traqueobronquial, secrecao de fatores

antimicrobianos (Imunoglobulina humana A - IgA, Lisozima e Lactoferrina), Macroéfagos,

Leucocitos e Monocitos. [3]

Para o estudo de infegoes do trato respiratorio inferior ha uma grande variabilidade de

amostras:
- Expetoragao;
- Aspirados bronquicos;

- Lavado/Escovado bronquico.

A amostra de expetoragao € a mais frequente. A
colheita deve ser realizada logo pela manha, pois
durante a noite as secreg¢oes acumulam-se nas vias
respiratorias obtendo-se uma amostra mais rica.
Também devem ser colhidas trés amostras em dias

consecutivos, pois a emissao de alguns microrganismos

nao é continua.

As amostras sao observadas ao microscépio apos
coloragao de Gram, sendo que a qualidade da mesma
¢ definida pela presenga de leucocitos e células
epiteliais. Na observagao através da ampliagio de 10x,
seguindo as diretrizes das Tabela de Murray e
Washington (Anexo V), amostras contendo pelo menos
25 leucocitos e no maximo 10 células epiteliais devem
ser aceites para a anadlise e observadas na ampliagao de
|00x de imersao, como é o caso da amostra
apresentada na figura |3.

Por outro lado, amostras que contém mais de 25
células epiteliais por campo devem ser rejeitadas, como

€ o caso da amostra apresentada na figura 14. [2]

Figura 13 -
expetoracdo, corada por Gram, de
boa qualidade: elevado nimero de

Esfregaco de uma

Leucécitos e flora Bacteriana
abundante (Cocos Gram positivo).
Fonte: SPC do CHMT

NI 0

14 - de

Figura
expetoracdo, corada por Gram, de ma
qualidade: elevado nimero de Células
epiteliais.

Fonte: SPC do CHMT

Esfregaco uma
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Estas amostras sao semeadas pela técnica de esgotamento do produto a superficie do meio
solido em dois meios de cultura: GS e HAE.

Os microrganismos do género Haemophilus (bacilos/ cocobacilos Gram negativo) fazem parte
da flora normal do trato respiratério superior e as espécies mais frequentemente isoladas e
patogénicas para o homem sao o H. influenzae. [3]

Quando o produto tem pedido de estudo micoldgico é acrescentado um meio seletivo para

fungos, SAB, incubado em aerobiose, a 30°C, durante 24 horas.

vii) Exsudados oculares, auriculares e de feridas

Nos exsudados oculares, devido a constante agao de lavagem das lagrimas, o nimero de
bactérias isoladas € normalmente baixo, pelo que, por rotina, faz-se a sementeira em BHI, GS
e HAE. A sementeira no meio de HAE prende-se com o facto de frequentemente a espécie
Haemopilus aegyptus estar associada a conjuntivites em criangas. [3]

Quando o produto tem pedido de estudo micoldgico é acrescentado um meio seletivo para

fungos, SAB.

Os exsudados auriculares sao processados da mesma forma que os exsudados oculares.

Os exsudados purulentos que provém de feridas, abcessos, fistulas (etc.), colhidos com
zaragatoa, previamente colocada em 0,5 ml de meio BHI, sao semeados em GS, MAC e BHI.

E realizado apenas o exame direto com coloragao de Gram. [2]

Quando o produto tem pedido de estudo micolégico é acrescentado um meio seletivo para

fungos, SAB.
A GS e o HAE sao incubados em aerobiose + CO,, a 35° £ 2°C. O MAC e o BHI sao

incubados em aerobiose, a 35° + 2°C. O SAB é incubado em aerobiose a 30°. Todos durante

24 horas.
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viii) Aparelho Genital

Os exsudados vaginais sao colhidos com zaragatoa que deve ser transportada em meio de

Stuart modificado. [3]

A amostra é semeada em GS e gelose seletiva para bactérias do género Neisseria (VCAT),
incubados em aerobiose + CO,, a 35° + 2°C. Na rotina do SPC do CHMT, estas amostras sao
sempre semeadas em meio Candida (CAN), gelose cromogénea para identificagao de Candida
spp., incubado em aerobiose, a 30°C. [2]

Candida spp. é responsavel pela maioria das infegoes fungicas oportunistas. As infegoes por
Candida spp. sao causadas por uma variedade de espécies, mas a Candida albicans é o agente
etiologico mais frequente, seguido da Candida tropicalis. Estes microrganismos fazem parte da

flora normal da vagina e acredita-se que muitas das infegoes tem origem endogena. [3]

O VCAT, gelose de chocolate + polyViteX VCAT3, descrita por Thayer e Martin, € um meio
seletivo para o isolamento das espécies patogénicas para o homem da familia Neisseriaceae

(Neisseria gonorrhoeae e Neisseria meningitidis) em colheitas polimicrobianas.

Esta gelose € composta por uma base nutritiva enriquecida com fatores X (Hemina) e V
(NAD) produzidos pela hemoglobina e o PolyViteX. A seletividade é obtida por uma
associagao de antibidticos e antifungicos (Vancomicina, Colistinaina, trimetoprim, nistatina,
Anfotericina B ou anisomicina) que permitem inibir a maioria das outras bactérias e leveduras

que nao as espécies pesquisadas. [7]

As bactérias da espécie Neisseria gonorrhoeae, quando observadas no esfregago corado pelo
Gram, aparecem normalmente em forma de diplococos, Gram negativo, intracelulares, com
morfologia caracteristica em “grao de café” ou “rim”. Estas bactérias sao o agente etiologico
da gonorreia, uma doenga sexualmente transmissivel (DST). [3]

A detecao de Neisseria gonorrhoeae é particularmente importante na vigilancia e controlo das
DST, tendo em conta que, dados recentes do programa Europeu de vigilancia antimicrobiana
gonococica mostram um aumento da resisténcia aos antibioticos comuns para o tratamento, o

que ¢ indicativo de que a gonorreia pode tornar-se uma doenga incuravel no futuro préximo.

[13]
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O CAN é um meio cromogéneo para isolamento seletivo de fungos leveduriformes,
identificacao de espécies de Candida albicans e diferenciagao presuntiva de um conjunto de
espécies (C. tropicalis. C. lusitaniae, C. kefyr). A hidrélise de um substrato cromogéneo de
hexosaminidase leva a coloracao azul das colénias de C. albicans. A hidrdlise de um eventual
segundo substrato permite diferenciar culturas mistas e orientar a identificagao para outras

espécies. As colonias que hidrolisam este substrato sao pigmentadas de rosa (Figural5). [7]

Figura 15 - Meio de cultura CAN
inoculado com wuma amostra de
exsudado vaginal, positiva para Céandida
albicans (a.) Candida tropicalis (b.).
Fonte: SPC do CHMT

O processamento deste tipo de amostras inclui um exame direto a fresco com observagao
entre lamina e lamela, utilizando a ampliagao de 40x e um exame direto apos coloragao de
Gram utilizando a ampliagao de 100x. O objetivo do exame a fresco é a observacao de
leucécitos, flora (no caso da Trichomonas vaginallis é possivel verificar o movimento da mesma
devido ao facto de possuir flagelos). Na coloragao de Gram, podemos observar leucécitos,
flora microbiana existente e clue cells, células epiteliais cobertas de bactérias que sao comuns

em infegoes por Gardnerella vaginalis e Mobilluncus spp.. [3]

No exsudado vaginal/ rectal, por rotina, apenas se pesquisa a
presenca de Streptococcus agalactiae Grupo B, que colonizam a
vagina e regiao perianal e cuja transmissio vertical esta
(M)Exs vagin rectal
associada a graves complicagbes no recém-nascido, dando SRy
cumprimento a Norma DGS 037-2011 (Anexo VI).

As amostras sio semeadas em meio cromogéneo para

identificacao presuntiva de Streptococcus agalactiae Grupo B

(STRB), incubado em aerobiose, a 35° + 2°C, durante 24 Figura 16 - Meio de cultura
Chrom ID STRB inoculado com
horas. O STRB tem trés substratos cromogéneos para uma amostra de exsudado vaginal
rectal, positiva para Streptococcus
permitir o isolamento e identificagdo, com formagio de agalactiae Grupo B.
Fonte: SPC do CHMT
colonias cor-de-rosa claro a vermelho, redondas e em forma

de pérola (Figura 16), apos 18 — 24 h de incubagao, em aerobiose, a 35° + 2°C. [7]
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iX) Outros liquidos bioldgicos

O LCR é considerado uma emergéncia médica, pois a infecdo das meninges é uma situagao

clinica grave e potencialmente mortal, por isso requer processamento imediato.

O LCR deve ser colhido antes do inicio da terapia antimicrobiana, por pun¢ao lombar, em
tubos inquebraveis, transparentes, com uma tampa de rosca e fundo conico, para
concentragao do produto, uma vez que pode conter muito poucas bactérias. Deve ser
enviado ao laboratério imediatamente apds a colheita sem refrigeragao, ou seja, mantido a
temperatura ambiente ou em estufa a 35°C. Apenas o LCR para estudos virais deve ser
refrigerado ou congelado.

Sao necessarios 3 tubos: 2 para exame citoldgico e bioquimico e outro para exame
microbioldgico (tltimo tubo).

O volume de amostra de LCR e a sua aparéncia microscopica devem ser sempre avaliados.

Se o volume de LCR for superior a | ml centrifugar durante 10 minutos a 1500 — 3000 g. Se

for inferior, utilizar apenas o agitador para homogeneizar a amostra.

Os sedimentos das respetivas amostras devem ser semeados, com pipeta esterilizada, em GS
e PVX, incubados em aerobiose + CO,, a 35° + 2°C, durante 24 horas. Também é sempre
semeado em meio liquido BHI, incubado em aerobiose, a 35° + 2°C.

Quando o produto tem pedido de estudo micoldgico é acrescentado um meio seletivo para
fungos, SAB, incubado em aerobiose, a 30°C.

Além do exame cultural, faz-se também o exame citolégico, com contagem de leucécitos e
diferencial.

Devido ao fato de ser um liquido estéril, qualquer microrganismo observado é valorizado e

imediatamente comunicado ao clinico. [2;3]

Além do LCR, o SPC do CHMT recebe e processa outros liquidos (pleural, pericardico,

sinovial, peritoneal e ascitico).
Devido ao fato de serem liquidos normalmente estéreis, qualquer microrganismo encontrado

deve ser investigado. A interpretagao final deve ter em conta o estado clinico do doente e o

microrganismo isolado. [2;3]
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No SPC sao ainda utilizados outros meios de cultura:
Manitol Salgado (MSA), meio que se destina ao
isolamento  seletivo de  bactérias do  género
Staphylococcus.

Os microrganismos que fermentam o manitol dao
colénias amarelas, um critério de orientagao para a
identificacdo presuntiva de Staphylococcus aureus (Figura

17).

~ o\ i .
A elevada concentragao de NaCl (7,5%) inibe a maior Figura 17 - Subcultura de cocos

Gram positivo em Meio de cultura
MSA posititva para Staphylococcus

Staphylococcus spp.. [7] aureus. Fonte: SPC do CHMT

parte dos Gram negativo permitindo o isolamento de

Gelose Columbia Colistina e Acido Nalidixico + 5% de
sangue de carneiro (CNA) é um meio de isolamento
seletivo que permite o desenvolvimento das bactérias
Gram positivo (Figura 18).

A gelose contém uma mistura de peptonas
particularmente adaptada a cultura dos microrganismos

exigentes, como os estreptococos e a Listeria.

A presenca de sangue de carneiro permite a expressao

da hemdlise que é um critério de base para a orientagao

Figura 18 - Subcultura em meio
e = . NA isol
da identificacio bacteriana. |:<>:osi oo 50 amento de cocos Gram

A presenca de acido nalidixico e colistina permite inibir ~ Fonte: SPC do CHMT

a maioria das bactérias Gram negativo bem como os Bacillus. [7]

A utilizagao deste meios nao substitui a identificagao dos microrganismos isolados por testes
bioquimicos e/ ou imunologicos, até porque, foram observadas algumas limitagoes.

No caso do MSA, a fermentagao do manitol nao é especifica da espécie Staphylococcus aureus.
Outros microrganismos que nao os estafilococos podem desenvolver-se no meio. Além disso,
¢é possivel que algumas estirpes de estafilococos sensiveis a concentragao do NaCl presente
no meio sejam parcialmente inibidas.

No meio CNA, é possivel que algumas estirpes de bactérias Gram positivo que tenham
exigéncias especificas nao se desenvolvam e bactérias Gram negativas possam desenvolver-se.
Desta forma, em fungao das amostras analisadas e segundo os microrganismos detetados, é
recomendado associar o meio CNA com meios nao seletivos (GS E PVX).

A associagao do meio MSA com o CNA pode também ocorrer. [7]
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EXAME MICOBACTERIOLOGICO

Outro exame realizado no setor de microbiologia é a pesquisa de micobactérias (Figura 19),

bacilos acido - alcool resistentes (BAAR). Nas amostras em que é pedido este exame, sendo a

mais frequente a expetoragao, € preparado um esfregago diretamente a partir do produto,

ap6s descontaminagao e homogeneizagao da amostra, para ser corado pela técnica de

auramina, a exce¢ao dos liquidos (LCR e liquidos de serosas), corados pela técnica de Ziehl

Neelsen modificado (método de Kinyoun). A coloragao de auramina é o método de eleigao e

Amostra
Estéril ] Nio estéril ]
Centrifugar e usar sedimento Liquefagdo (N acetyl-L-

cysteine)

v

Descontaminagdo (NaOH)

v

Neutralizagio com Agua destilada estéril

v

Centrifugagao (3000 g)

v

Esfregago corado por Auramina e inocular no
meio (meio liquido)

v
Caldo de carne de Middlebrook
7H9 suplementado (BACTEC)

v

Incubar a 37°C 2 6 Semanas
v

Se houver crescimento
v
Esfregaco corado por Zihel Neehelsen
Figura 19 — Fluxograma do processamento de amostras para

o isolamento de micobactérias. Fonte: Adaptado de [3]

o recomendado para laboratorios
com microscopio de fluorescéncia,
por se tratar de uma coloragao mais
sensivel, que cora de amarelo -
esverdeado as micobactérias, que
ficam fluorescentes num fundo
negro, o que permite distingui-las de
outros microrganismos e estruturas
celulares presentes na amostra.
Outra das vantagens deste método é
o facto de permitir a observagao
numa ampliagio de 40x, o que
permite a visualizagao de mais
campos, num menor periodo de
tempo, o que é muito util, tendo em
conta que, cada esfregaco deve ser
observado cuidadosamente para que
possa ser reportado como negativo.
Ao contrario, basta a visualizacao de
um BAAR, para que a amostra seja

positiva. [3]

Quando BAAR sao observados num esfregago, os resultados devem ser quantificados,

conforme tabela de quantificagao em anexo VII, porque vai permitir inferir sobre a quantidade

de bacilos excretados, bem como a extensao da infegao, importante em termos clinicos e

epidemiologicos. [3]
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Apesar da elevada sensibilidade e especificidade da observagao do esfregago (20-80%), a
ocorréncia de artefactos durante o processo de coloragao pode conduzir a resultados falsos
positivos. Por esta razao, em caso de duvida, um resultado positivo deve ser confirmado, com
novo esfregaco corado por Zihel-Neelsen ou observacao por outro técnico/ especialista. [3]
A maioria das amostras processadas para a pesquisa de micobactérias contém outros
microrganismos contaminantes, pelo que, o laboratério deve processar estas amostras, de
modo a que as bactérias contaminantes, que rapidamente podem superar as micobactérias,
sejam neutralizadas e as micobactérias sejam libertadas das mucinas. [3]

Depois da descontaminagao, realizada pelo método de Kubica e Dye - N-acetil-L-cisteina
(NALC) — NaOH, as amostras sao concentradas por centrifugagao (3000 g durante |5
minutos), para facilitar a dete¢ao das micobactérias nos esfregagos e nas culturas. [3]

A descontaminagao é neutralizada, pela adicao de agua destilada estéril, ao fim de |15 minutos
a temperatura ambiente. [3]

Infelizmente, nao existe um método ideal de descontaminacgao e os laboratérios, confrontados
com as limitagoes dos varios métodos, tentam moderar este processo, por forma a garantir o
maximo de sobrevivéncia das micobactérias e a eliminacao das bactérias contaminantes. Desta
forma, o processo de descontaminagao é neutralizado, ao fim de |5 minutos, por adicao de
agua destilada estéril. A taxa de contaminagao nao deve exceder os 5%. [3]

Amostras de tecidos ou fluidos corporais colhidos assepticamente, normalmente, nao
requerem a utilizagdo dos normais métodos de descontaminagao. [3]

Depois destes procedimentos, a amostra (0,5 - ImL) é inoculada no caldo de carne de
Middlebrook 7H9 suplementado, com uma mistura de antibidticos, para suprimir a flora
normal associada com as amostras digeridas e descontaminadas e aumentar a recuperagao de
micobactérias. A amostra é incubada a 37°C no sistema Bactec 9000MB, sendo o frasco
agitado a cada |10 minutos para obter um isolamento 6timo. A respiragao dos microrganismos
aerobios viaveis presentes no meio origina uma deplecao de oxigénio que provoca um
aumento da fluorescéncia do sensor do meio. O sensor é monitorizado pelo instrumento
relativamente ao aumento de fluorescéncia. Uma leitura positiva indica a presenga presuntiva
de micobactérias viaveis no meio. [3]

Antes da inoculagao, deve confirmar-se o pH da amostra, que deve estar entre 6,8 — 7,0. Caso
seja necessario deve corrigir-se com NaOH 4% ou HCI 0,1 N.

O desenvolvimento das micobactérias € lento e por isso exige periodos de incubagao
prolongados, cerca de 42 dias.

Caso ocorra crescimento, o sistema notifica a presenga de culturas positivas, o que,

normalmente, ocorre ao fim de 3 a 6 semanas de incubagao. Nestes casos, os frascos das
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culturas sao removidas do sistema e efetuado um esfregago para coloragao pelo método de
Ziehl Neelsen modificado (método de Kinyoun), que servira para verificar se a amostra é
positiva para BAAR ou se é uma amostra contaminada. A utilizagao da coloragao de Ziehl
Neelsen modificado deve-se ao facto de se tratar de um esfregago preparado a partir de uma
cultura, onde a probabilidade de encontrar BAAR é muito maior, relativamente ao obtido
diretamente do produto. Além disso, permite a visualizagio de cordas (Figura 20),
caracteristicas das micobactérias em cultura.

A visualizagao de BAAR é apenas uma evidéncia presuntiva de tuberculose. Nestes casos, a
cultura é enviada ao INSA, para identificagao e antibiograma.

As amostras que se revelem contaminadas, ou seja, se observe a presenca de outros
microrganismos (Bactérias/ Leveduras) sao submetidas a um novo processo de
descontaminagao e incubagao. Se no final deste novo periodo, continuarem contaminadas sao
descartadas e uma nova amostra deve ser solicitada. [3]

Na figura 20 esta representado um esfregaco de uma cultura positiva para BAAR, corado pela
técnica de Ziehl Neelsen modificado (método de Kinyoun), obtida de um Aspirado Brénquico
de um individuo do sexo masculino, imunocomprometido.

Os testes de identificacdo e determinacao das susscetibilidade aos antimicrobianos, efetuados
pelo INSA, confirmaram a infecao
por micobactérias do complexo M.
tuberculosis. A estirpe identificada

apresenta resisténcia apenas a um

dos farmacos de 1? linha, usado no \
— - B

A

tratamento, ° amlnogllc05|deo Figura 20 - Esfregaco de uma cultura positiva para BAAR,

corado pela técnica de Ziehl Neelsen modificado (método de
Kinyoun), obtida de um Aspirado Bronquico.
Fonte: SPC do CHMT

estreptomicina, conforme relatorio

em anexo VIII.

Recentemente, o SPC dispoe de um novo equipamento e uma nova metodologia para a
detecao de Mycobacterium tuberculosis, o GeneXpert e a PCR (Polimerase chain reaction) em
tempo real. Neste equipamento também é feita a pesquisa dos virus influenza (A, HINI e B),

pela detecio do ARN (Acido Ribonucleico).
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PROVAS DE IDENTIFICAGAO
Neste setor, sao ainda realizados testes rapidos e simples que permitem identificar/diferenciar

microrganismos.

Teste da Catalase: A enzima Catalase desdobra o peréxido de hidrogénio (3%) em agua e
oxigénio (2 H,0, » H,0O + O,). Para a detecao desta enzima, numa lamina de vidro, coloca-se
uma gota de peroxido de hidrogénio (H,O,) a 3% e, com o auxilio de uma ansa, adiciona-se
uma coloénia do microrganismo a testar. Caso o teste seja positivo, observa-se de imediato a
formacio de bolhas de gas (O,). E um teste utilizado principalmente para diferenciar
Staphylococcus spp. de Streptococcus spp., uma vez que os Staphylococcus spp. sao catalase
positiva e os Streptococcus spp. nao. [3]

Devido a existéncia de catalase nos eritrocitos, a prova deve ser interpretada com muito
cuidado quando efetuada a partir de colonias retiradas de meios contendo sangue

(possibilidade de falso positivo). [2]

Teste da Oxidase (Método de Kovac’s): é um teste utilizado para a detegao da presenca
da enzima citocromo oxidase. Sao utilizados discos impregnados com tetrametil-p-
fenilenodiamina. Com o auxilio de uma ansa (nao metalica), coloca-se sobre o disco uma
colénia do microrganismo a testar. O teste € considerado positivo se o disco adquirir uma
cor purpura, em mais ou menos |0 segundos. As Enterobacteriaceae sao negativas para este
teste, ao contrario das Pseudomonas spp.. [3]

Nao devem ser usadas ansas de metal pois os produtos de oxidagao do metal, que se formam

aquando do aquecimento da ansa, podem provocar falsa reagao positiva.

Teste da Urease: utilizagao de um meio de cultura ureia-indol e posterior inoculagao com o
microrganismo a testar. Se ocorrer a hidrolise da ureia por agao da urease com produgao de
amonia, o meio fica alcalino, mudando de cor de amarelo para carmim devido ao indicador de

pH do meio. Esta reagao ocorre espontaneamente. O Proteus spp. realiza a hidrdlise da ureia.

[3]

Teste da Coagulase livre (em tubo): permite estudar a capacidade que o microrganismo
tem em formar codgulos quando adicionado ao plasma. A coagulase converte o fibrinogénio
em fibrina, consequentemente ocorre a formagao do coagulo. A formagio ocorre num

periodo de 4 horas a 35°C-37°C. A importancia clinica deste teste recai sobre o facto de que,
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permite-nos distinguir o Staphylococcus aureus, que é coagulase positiva de outros

Staphylococcus spp.. [3]

Teste de resisténcia a Optoquina: a optoquina € um derivado de quinina que se difunde
facilmente num meio de cultura sélido e inibe o crescimento do Streptococcus pneumoniae,
provocando um halo de inibicao da cultura em placa. Este teste é usado para diferenciar o
Streptococcus pneumoniae (previsivelmente sensivel a agao da optoquina) de outros

estreptococos produtores de o — hemolise (previsivelmente resistentes a optoquina). [3]

Exame a fresco com contraste negativo por Tinta da china

A coloragao por tinta da china é utilizada para evidenciar a presenga de Cryptococcus spp., em
amostras biologicas, nomeadamente LCR, ou a partir de colonias em cultura, conforme
IT.SPC.032.00 (Anexo IX).

A infecao por Cryptococcus spp. embora rara em individuos saudaveis, pode ocorrer em
individuos imunodeprimidos, em fase avangada de doenga pelo Virus da Imunodeficiéncia
Humana (VIH). [10]

A tinta-da-china, utilizada como material contrastante, é excluida pela capsula polissacaridea

do Cryptococcus spp. e cria um halo transparente ao redor da célula fungica (Figura 21). [3]

Na figura 21 estd representado um
exame a fresco com contraste negativo
de uma amostra de sangue, obtida de
um individuo do sexo feminino,

imunocomprometido, com infegao VIH,

nao V|g|ad°- Figura 21 - Exame a fresco com contraste negativo por
X - . tinta-da-china de coldnias de subcultura em GS, obtida a
A informagiao obtida com Exame a partir de uma hemocultura positiva para Cryptococcus

X X neoformans. Fonte: SPC do CHMT
fresco com contraste negatlvo por tinta-

da-china, ainda que presuntiva, foi imediatamente transmitida ao corpo clinico e procedeu-se a

identificagao, que confirmou a presenca de Cryptococcus neoformans.

Oxoid Dryspot™ Pneumo Test: consiste num teste de aglutinacio de latex que permite a
detegao do antigénio capsular de Streptococcus pneumoniae, a partir de coldnias.

E um teste de aglutinagio que se baseia na reagio entre o antigénio capsular de Streptococcus
pneumoniae e as particulas de latex sensibilizadas com o anticorpo complementar especifico.

Caso haja aglutinagao o teste é considerado positivo. [12]
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PROVA DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Apos a observagao do exame direto (pela coloragao de Gram) e do exame cultural, sao
realizados testes de identificagdo e de suscetibilidade aos antibidticos em equipamentos
automaticos. No SPC do CHMT existem dois equipamentos automaticos para a realizagao
destes testes: o Vitek®2 Compact da bioMérieux™ e o MicroScan WalkAway 96 da Beckman
Coulter.

O Vitek®2 Compact é um sistema automatizado para a realizacio de testes de identificagio e
suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA) de bactérias Gram positivo, Gram negativo,
Neisserias/ Haemophillus/ Campylobacter, leveduras e outros organismos fastidiosos.

Para a execugao destes testes & necessario preparar uma suspensao em 3ml de solugao salina,
com a turvagao padronizada segundo a escala de McFarland.

Nos testes de identificacao e suscetibilidade aos antimicrobianos devem ser utilizadas culturas
em meios nao seletivos (GS ou PVX) e com um maximo 48 horas.

As cartas de ldentificagao (ID) tém pogos com hidratos de carbono e enzimas que permitem a
identificacao dos microrganismos, por metodologia colorimétrica.

As cartas TSA sao constituidas por pocos impregnados com antimicrobianos onde se
determinam a Concentragao Minima Inibitoria (CMI), a partir de diluices sucessivas e
interpretadas segundo as normas da European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

(EUCAST).

Tabela V. Carta ID e TSA utilizado para determinados microrganismos e indicagcéo da turvagdo necessaria
na suspenséo para a realizagdo dos mesmos no sistema Vitek2 Compact.

Gram Carta ID Turvagio Microorganismo/ Caracteristica TSA
Positivo GP 0.60 — 0.63 McF  Staphylococcus spp. TSA-P619
Enterococcus spp. TSA-P586

Streptococcus B-hemoliticos, Streptococcus Grupo = TSA-STOI

Viridans

Streptococcus pneumoniae TSA-P576
Negativo GN 0.60 — 0.63 McF  Enterobacteriaceae em urinas e outros produtos = TSA-N192
S6 para urinas TSA-N244

Oxidase positiva TSA-N222
Leveduras YST 1.80 — 2.20 McF
ANC 2.70 —-3.30 McF = Corynebacterium
NH 2.70 - 3.30 McF  Neisseria spp.
Haemophillus spp.
Campylobacter spp.
GP, Gram positivo; GN, Gram negativo; YST, Fungos; ANC, Anaerébios e Corynebacterium; NH, Neisseria e Haemophyllus; TSA, Teste de

suscetibilidade aos antimicrobianos.
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O MicroScan WalkAway 96 é um sistema automatizado, que utiliza painéis combinados, para a
realizacao dos testes de identificacao e suscetibilidade aos antimicrobianos. Este instrumento

utiliza o método de espetrofotometria na leitura.

Tabela VL. Painéis de Identificacdo e Suscetibilidade aos antimicrobianos para os diferentes microrganismos
no sistema MicroScan WalkAway 96.

Gram Painel Microorganismo/ Caracteristica
Positivo Combo 42 Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Enterococcus spp.
Negativo Combo 69 Enterobacteriacea em urinas

Combo 70

Combo 71 Pseudomonas aeruginosa

Para mais informagao, por vezes sao utilizados meios de cultura cromogéneos, como € o caso

da gelose chromI|D CARBA (CARB).

CARB é um meio cromogéneo que permite o rastreio de Enterobacteriaceae produtoras de
carbapenemases (EPC), nomeadamente do tipo Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) e
os organismos que contém o gene codificado New Delhi metallobeta-lactamase (NDM), em
pacientes portadores cronicos ou doentes de risco, conforme orientagao DGS 006/2010, de

04/10/2010 (Anexo X).

As EPC sao bactérias particularmente multirresistentes que podem ser responsaveis por
infegoes nosocomiais e epidemias hospitalares. A detecao dos portadores das EPC é
particularmente importante para a prevengao e o seguimento epidemiologico destas infegoes.
Neste contexto, a utilizagao da gelose chromID CARBA contribui para a vigilancia ativa das
EPC, microrganismos “alerta” de notificagao obrigatdria a Direcao Geral de Saude (DGS) e ao
INSA, em cumprimento da Norma DGS 004/2013, de 08/08/2013, atualizada em 13/11/2015
(Anexo XI).

Este meio é constituido por uma base nutritiva rica que associa diferentes peptonas e uma
mistura de antibioticos que permite o crescimento seletivo das EPC.

A presenca de trés substratos cromogéneos permite identificar as EPC mais frequentemente

isoladas: Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, citrobacter. [7]
As estirpes de Escherichia coli produtoras de [B-glucoronidase e/ ou [-galactosidase formam
coldnias de coloragao espontanea rosa a bordo. As estirpes de Klebsiella, Enterobacter, Serratia,

Citrobacter, que exprimem uma [3-glucosidase formam colénias de coloragio azul/ esverdeada

(Figura 22). [7]
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O alastramento global de espécies de Enterobacteriaceae
produtoras de carbapenemases, ou seja, organismos nao
suscetiveis a carbapenemos é um problema médico e de
saude publica grave. Estas bactérias sao normalmente
resistentes a todos os beta-lactamicos e frequentemente co-
resistentes a diversas classes de outros agentes

antimicrobianos, verificando-se uma grande limitagio no

tratamento. A determinacao do alastramento das EPC ¢

Figura 22 - Klebsiella pneumoniae

. \ . . . em meio chromID CARBA.
uma tarefa complexa devido a diversidade de enzimas [ . cpc do CHMT

hidrolisantes de carbapenemos que tém surgido e a
capacidade dos genes para se disseminarem entre as diversas espécies bacterianas, tais como
os determinantes de KPC e os organismos que contem o gene codificado NDM, que tém uma

vantagem seletiva em unidades hospitalares onde a utilizagao antimicrobiana é elevada. [14]

Com o objetivo de facilitar a capacidade dos programas de controlo de infe¢oes no que
respeita a interrupgao do alastramento de EPC em hospitais e outras unidades de cuidados de
saude, foram desenvolvidos métodos de biologia molecular, rapidos e rigorosos para o
rastreio dos doentes relativamente a colonizacio com EPC em unidades de cuidados de

saude.

Nesse sentido, o SPC do CHMT introduziu recentemente o Ensaio Xpert Carba R- Assay,
executado nos sistemas do instrumento GeneXpert®. Este ensaio consiste num teste de
diagnéstico in vitro qualitativo concebido para a detegao e diferenciagao rapida das sequéncias
de genes, associados as EPC, a partir de amostras de zaragatoas rectais em doentes em risco
de colonizagao intestinal com EPC. O teste utiliza a reagao em cadeia de polimerase (PCR)

automatica em tempo real.

O ensaio Xpert Carba R- Assay nao se destina a orientar ou monitorizar o tratamento de

infecdes por EPC. [14]
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CONTROLO DE QUALIDADE

Para haver Qualidade do Laboratorio € necessario controlar todas as etapas do processo,
desde a fase pré-analitica até a fase pos-analitica. Neste contexto, todas os setores analiticos

do SPC do CHMT realizam um CQI e participam em programas de AEQ.

Controlo de Qualidade Interno (CQI)

O CQI é um processo estatistico utilizado para monitorizar e avaliar o processo analitico. Os
resultados do CQI sao usados para validar a operacionalidade do equipamento dentro das
especificagoes pré-definidas, evidenciando que os resultados das amostras dos pacientes sao
fiaveis. [15]

Através do CQI controlamos a precisao e reprodutibilidade dos métodos, vigiando a
incidéncia de erros aleatorios.

O erro sistematico é evidenciado pela alteragao na meédia dos valores do controlo. A
alteracao na média pode ser gradual e demonstrada como uma tendéncia nos valores do

controlo ou pode ser abrupta e demonstrada como um desvio nos valores do controlo. [16]

No setor de Microbiologia o CQI é assegurado com a cultura e testes de identificagao e
suscetibilidade aos antibidticos em sistemas automaticos, utilizando estirpes ATCC®
(American Type Culture Collection), com caracteristicas fenotipicas previamente conhecidas,
o que permite avaliar os procedimentos utilizados para a realizagao destes testes e instituir
medidas corretivas, caso sejam detetados erros.

As culturas a utilizar sao quase sempre obtidas a partir das culturas de trabalho. Quando nao
ha culturas de armazenamento, utiliza-se uma estirpe nova, fazendo-se uma subcultura da
cultura original, seguindo o procedimento descrito na IT.SPC.044 (Anexo XII).

O controlo de qualidade interno realiza-se com uma periodicidade mensal (Semanalmente é

testada uma estirpe ATCC® diferente), conforme estipulado na IT.SPC.045.01 (Anexo XIII).

Quinzenalmente, é efetuado o CQI dos varios tipos de coloragao utilizadas neste setor.

A temperatura das estufas e dos frigorificos sio também controlados e registados, com uma

periodicidade bi-diaria.
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Avaliacao Externa da Qualidade (AEQ)

O Programa de AEQ baseia-se na avaliagao retrospetiva do desempenho dos Laboratérios.
Permite melhorar a comparabilidade dos resultados, rastreabilidade das medigoes e
desempenho dos métodos.

Se o resultado da participagao no ensaio nao for aceitavel, é procurada a causa possivel e

aplicada (s), se for caso disso, a (s) agao (Oes) corretiva (s) e preventiva (s).
O setor de microbiologia participa em varios programas de AEQ (Tabela VII):

Na Bacteriologia, € utilizado o programa do United Kingdom National External Assessment Service
(UKNEQAS). Por ano sao executados |2 ensaios, em cada um sao processadas 5 amostras, 3
para identificagao de microrganismos e 2 para testes de suscetibilidade aos antimicrobianos.
Para as areas da parasitologia e micologia, € utilizado o programa do INSA. Por ano sao
realizados 3 ensaios parasitologicos e 3 micologicos, sendo que cada ensaio compreende 3
amostras.

Por ultimo, para a cultura e descontaminagao de Mycobacterium tuberculosis, o SPC utiliza o
programa da Society for Promoting Quality Assurance in Medical Laboratories (INSTAND),
com uma periodicidade semestral. Por ano sao executados 2 ensaios, compreendendo cada
um deles 5 amostras. Regra geral, os ensaios sao executados na Primavera e no Outono. Os

periodos do ano normalmente coincidentes com picos sazonais de infegao por Mycobacterium

tuberculosis.
Tabela VIl = Programas de AEQ no setor da microbiologia
INSTITUTO AREA ANALITICA PERIODICIDADE
MENSAL
5 Amostras/ més
UKNEQAS Bacteriologia Geral
2 amostras para ldentificacdo
3 amostras para Antibiograma
TRIMESTRAL
Parasitologia
3 Amostras/ ensaio
INSA
TRIMESTRAL
Micologia
3 Amostras por ensaio
Cultura e SEMESTRAL
descontaminacdo de (2 ensaios/ ano: Primavera e Outono. 5 amostras/
INSTAND
Mycobacterium ensaio)

tuberculosis

UKNEQAS, United Kingdom National External Assessment Service; INSTAND, Society for Promoting Quality Assurance in Medical
Laboratories; INSA, Instituto Nacional Satde Doutor Ricardo Jorge;
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2.2 - Setor de Imunologia

Este setor realiza a determinagao de diversos parametros como: marcadores tumorais,
hormonas de reprodugao, avaliagao da fungao tiroidea, eletroforese e imunofixagao das
proteinas, do soro e da urina de 24 horas (Proteinuria de Bence Jones), estudo de proteinas
especificas (complementos, ceruloplasmina, Imunoglobulinas, Transferrina....), serologia
manual (Waller Rose), serologia automatizada (VIDAS), estudos de alergia e autoimunidade
(Unicap e Mago).

No setor existe, ainda, um microscopio de fluorescéncia para estudos especificos de
autoimunidade.

Dada a diversidade de parametros determinados no setor e, na impossibilidade de os abordar
todos, foi feita uma descrigao mais exaustiva de alguns estudos de autoimunidade.

Tem como amostra mais frequente o soro obtido apds centrifugagao, a 3000 rotagoes por
minuto (rpm), durante |10 minutos, a temperatura de |15°C, a partir de uma amostra de sangue
total, colhido para tubo com ativador da coagulagao.

Antes da centrifugagao, os tubos permanecem em repouso durante cerca de |5 a 20 minutos,
até a retragao do coagulo.

Os equipamentos usados neste setor, com especificagao do método, parametros realizados e

os respetivos valores de referéncia, encontram-se resumidos no anexo XIV.

2.2.1 - Equipamentos, principios de funcionamento e técnicas manuais
Este setor é constituido por diversos tipos equipamentos, que no geral executam diferentes

tarefas e determinagoes, que passo a descrever:

IMMAGE 800

Este sistema (Figura 23) realiza ensaios tendo

at o, : como base a tecnologia de turbidimetria e

nefelometria (detetor a 90° da fonte de luz

o incidente), para efetuar o doseamento de
- . , . . 7.
— proteinas séricas e urinarias.

A turbidimetria mede a redugao na transmissao

= 3 da luz devido a formagao de particulas, e
Figura 23 — Immage 800 da Beckman Coulter.
Fonte: SPC do CHMT quantifica a luz residual transmitida. A

nefelometria, por seu lado, deteta a porcao de luz que é dispersa numa variedade de angulos.

[17]
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Os doseamentos turbidimétricos sao efetuados com um espetrofotometro, para determinar a
concentragao de particulas na amostra. A quantidade de luz bloqueada pelas particulas em
suspensao depende da concentragao mas também do tamanho destas. A detecio da luz
transmitida faz-se num angulo de 0° relativamente a luz incidente (llustragao ).

Na nefelometria, a dispersao da luz depende do comprimento de onda e do tamanho das
particulas. A detegao de luz dispersa num angulo entre 15° e 90° leva ao aumento da
sensibilidade das determinagoes nefelométricas (llustragao |). [17]

A intensidade da luz dispersa é proporcional a concentragao do analito na amostra.

Os imunocomplexos formados entre antigénio (Ag) e anticorpo (Ac) de elevada afinidade,
formam uma micela proteica com tamanho suficiente para dispersar a luz. A
imunonefelometria € um método mais sensivel que a turbidimetria, com limite de detegao

mais baixo para proteinas séricas. [18]

Cuvete
Detetor,
Q S —— Espetrofotometro
\ turbidimetria
Fonte
de luz l ‘_)\ Detetor, Nefelometro

U

Detetor,

forward light scatter

Nefelometro
90° light scatter

llustracdo | — Esquema representativo de ensaio nefelométrico e turbidimétrico realizado pelo Immage 800.
Fonte: [19]

Autoanalisador VIDAS

Este sistema (Figura 24) realiza ensaios tendo

YL TV '”"f”.llj“,m.

como base a tecnologia de imunoensaios

marcados, por métodos nao competitivos.
Enzyme  Linked  Flourescent  Assay  (ELFA)
(Sanduiche e Captura de Imunoglobulina M -

IgM).

No ensaio Sanduiche para detetar o Ac, o Ag

Figura 24 - Autoanalisador VIDAS da

Biomeérieux imobilizado na fase sélida captura o Ac presente

na amostra. Depois da lavagem, é adicionado um Ac marcado, que se liga ao complexo Ag -
Ac. A quantidade de Ac marcado que se liga é diretamente proporcional a quantidade de Ac
especifico presente (llustragao 2). [20]

llustracio 2 - Representacdo esquematica do
Imunoensaio ndo-competitivo Sanduiche para

detecio de Ac realizado no Autoanalisador VIDAS.

Antigen- Add specific Add enzyme- Add substratc (5)
. L
Fonte: [20] coated well antibody to be conjugated and measure

wash

meastred secondry color
antibody
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Autoanalisador UniCel DxI 800

Este sistema (Figura 25) realiza ensaios tendo
como base a tecnologia de quimioluminescéncia e
utiliza particulas paramagnéticas revestidas com
anticorpos  (Acs) especificos adsorvidos a
superficie como fase soélida. Cada particula é

dispensada num tubo de reagdo com

caracteristicas  proprias que serve como

Figura 25 - UniCel DxI 800 da Beckman Coulter.  €CIPi€nte de incubagao, lavagem e

Fonte: SPC do CHMT desenvolvimento do sinal.

De seguida a amostra é incubada com o Ac marcado com uma enzima (fosfatase alcalina).
Posteriormente, a mistura é separada da particula, fazendo com que o material excedente se
acumule numa camara superior do tubo. Seguem-se uma série de lavagens para assegurar que
a particula fica desprovida de qualquer fragao nao ligada. A fragao ligada é entao quantificada
utilizando como substrato quimioluminescente o dioxetano que, ao reagir com a fosfatase
alcalina ligada a particula, promove a emissao de luz. A intensidade de luz emitida é detetada
por um fotomultiplicador sendo o resultado, calculado com base numa curva padrao,

transmitido em valores de concentragao. [21]

ImmunoCAP™ 250

Este equipamento (Figura 26) é utilizado no
diagnostico de alergias, que se baseia em técnicas
imunoenzimaticas e que utiliza Acs marcados
com um fluorocromo contra o complexo Ag/ Ac
de interesse. A intensidade de fluorescéncia sera

proporcional a quantidade do analito na amostra

(llustragao 3). [22]

Figura 26 - ImmunoCAP™ 250 da ThermoFisher
Scientific
Fonte: SPC do CHMT

Antibod g, - < .
Y ' ' . o - Vo)
T 4 > | S > g >
a Y ~ Y ~ Y ~ Y
sodphase Soidphase N P Sidphase soiaprase
. Atigen 1 S o ?_ k 1-.
Pocgo revestido com Adigdo do conjugado Adicao do substrato ao Conversao num produto
antigénio especifico enzimatico complexo ligado fluorescente

llustracdo 3 — Esquema representativo do Imunoensaio Fluoroenzimatico realizado pelo Unicap 250.
Fonte: www.phadia.com
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EUROBIlotMaster

Este sistema (Figura 27) realiza ensaios
qualitativos tendo como base a metodologia de
imunoblot.

Sao colocadas no dispositivo tiras de teste com
linhas paralelas de antigénios (Ags).

Numa primeira etapa da reagao, as amostras

diluidas dos doentes sao incubadas juntamente

Figura 27 - EUROBIlotMaster da EUROIMMUN. ) .
Fonte: SPC do CHMT com as tiras de teste de imunoblot. No caso de

amostras positivas, os Acs especificos ligam-se ao local do Ag correspondente formando um
imunocomplexo. Posteriormente liga-se a este imunocomplexo um conjugado enzimatico que
sera revelado pela adigao do substrato (llustracao 4). A interpretagao das tiras de teste &

efetuada informaticamente utilizando o protocolo EUROLineScan (Figura 28). [23]

Western Blot

14kD 45k0 T0KD 77k

o E=SlESEE
T S § NN I

Cemph BB S RN $58 o SSA S0
170 WO MWD 430 OG0 1000

o]

S ————— 4w w——

- —— -—— -
i —————— == .

llustracdo 4 - Esquema representativo da Figura 28 - Protocolo EUROLineScan.
técnica de imunobloting realizada pelo Fonte: SPC do CHMT
EUROBIotMaster.

Fonte: www.euroimmun.com

Autoanalisador Mago Plus

E um sistema que executa ensaios Enzyme-Linked
Immunosorbent ~ Assay  (ELISA), e de
Imunofluorescéncia indireta (IFl) em simultaneo
(Figura 29).

O screening por IFl é o método de referéncia,
para a pesquisa de autoanticorpos (AAcs), pois

tem uma elevada especificidade. [24]

Figura 29 — Mago Plus da Diamedix (Isoder).
Fonte: SPC do CHMT
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Ag Hep-2cell Fluorescéncia
ey wwows  Chega ao

ecore iy,
. ool observador

ANA-Ab Sample 1

000 boraa
e1ge e co

adad

Fluorescein (FITC)- conjugated
anti-human immunoglobulin

llustracdo 5 - Esquema representativo da
técnica de IFl realizada pelo Autoanalisador Luz UV
Mago Plus atinge a

Fonte: www.euroimmun.com Lamina

Na metodologia IFl, o Ag é a célula ou tecido montado na lamina e o sistema de detegao é
uma Imunoglobulina G (IgG) conjugada com um marcador fluorescente, posteriormente
detetado num microscépio de fluorescéncia (llustragao 5). [25]

O resultado é Semi quantitativo isto &, padrao de fluorescéncia e titulo.

Na figura 30, esta representada uma imagem da técnica de IFl no Mago Plus.

Dilui¢io da amostra Incubagio da LAVAGEM Adicdo de conjugado Leitura e interpretagio
amostra (FITC)

Figura 30 - Figura representativa da técnica de IFl no Mago Plus
Fonte: SPC do CHMT

As amostras positivas e negativas originam grande diferenga no sinal produzido, sendo possivel
determinar facilmente a distribuicdo do corante indicador (fluoresceina). Todas as areas
fluorescentes que nao correspondem a um padriao tipico sao consideradas fluorescéncias

inespecificas. [24]

r A técnica ELISA usa as propriedades cataliticas das enzimas
*e
D *®s para detetar e quantificar reagoes imunoldgicas de Acs e Ags

=y
T™B

Dotection Antibedy

em circulagio ou fixados nos tecidos. Normalmente, as

amostras sao diluidas e incubadas nas tiras de microtitulagao

mg.ot nm.m

contendo pogos revestidos com Ags (nRNP/Sm, Sm, SSA,

Ro52, SSB, Scl70, Jo-I, PCNA, PM-Scl, proteinas P ribossomais,
R BRI

llustracdo 6 — Esquema
representativo da técnica de ELISA
realizada pelo Autoanalisador
Mago Plus

Fonte: www.euroimmun.com

Centromeros).

43


http://www.euroimmun.com/
http://www.euroimmun.com/

Os Acs especificos na amostra ligam-s

e ao Ag. Numa segunda incubagao, é adicionado um

conjugado enzimatico, que catalisa uma reagao de cor lida por espetrofotometria (llustragao

6). [26]

A concentragao do Ac é determinada por comparagao com curva padrao realizada com

calibrador conhecido.

Na figura 31 esta representada uma imagem da técnica de ELISA executada no Mago Plus.

Figura 31

Lol L LE

- Figura representativa da técnica de ELISA no

Mago Plus.
Fonte: SPC do CHMT

Se o resultado da andlise for positivo, para diferenciagao, realiza-se um ensaio qualitativo,

tendo por base a tecnologia de imunobloting. [24]

Autoanalisador Access 2

Figura 32 — Access 2 da Beckman coulter
Fonte: SPC do CHMT

substrato quimioluminescente. [21]

Sebia Hydrasys®

Figura 33 - Sebia Hydrasis da ThermoFischer
Scientific. Fonte: SPC do CHMT
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Este equipamento (Figura 32) realiza ensaios
imunoenzimaticos competitivos e nao competitivos,
com protocolo semelhante ao Unicell DxI 800,
anteriormente descrito. Utiliza, como fase sdlida,
particulas paramagnéticas revestidas com Acs. A
amostra incuba com um conjugado, marcado com uma
enzima, a fosfatase alcalina, a camada ligada ao Ac da

fase solida é quantificada usando o dioxetano como

Equipamento  (Figura 33) semiautomatico
destinado a eletroforese e imunofixacio de
proteinas. E constituido por dois médulos que
funcionam de modo independente. O da
esquerda é destinado a corrida eletroforética

sendo apenas necessario colocar o gel de

agarose e um “pente” aplicador da amostra.



No caso de ser uma imunofixagao € ainda necessario um passo extra no qual é usada uma
“mascara” que serve para aplicar os Acs. O modulo da direita destina-se a coloragao e

secagem do gel de forma a revelar o resultado. [22]

2.2.2 - Autoimunidade

A principal tarefa do Sistema Imunitario (SI) é a defesa e manutencao da integridade do
organismo mediante o reconhecimento e a eliminagao de substancias estranhas e nocivas,
microrganismos, toxinas e células malignas. No processo de desenvolvimento do Sl, este
aprendeu a inativar respostas destrutivas a substancias endogenas e a evitar a lesao irreparavel
dos tecidos. [27]

Quando o Sl responde inapropriadamente contra o proprio organismo, surgem as Doengas

Autoimunes (DAls).

A Doenca Autoimune (DAI) pode ser definida como a resposta imunitaria adaptativa com
especificidade para autoantigénios (AAgs). Os AAcs sao Acs direcionados para os
componentes celulares normais, os AAgs. A maioria dos individuos saudaveis produz alguns
AAcs, embora em niveis muito baixos, baixa afinidade e requerem testes sensiveis para a sua
detecdao. A detegao destes AAcs nao representa qualquer vantagem no diagnostico de DAI.

[28]

Os AAcs de elevada afinidade, detetados em testes de rotina, sao também encontrados em

individuos saudaveis, especialmente mulheres gravidas e idosos. [28]

Estima-se que apds a recombinagao genética aleatdria das imunoglobulinas mais de metade
dos recetores de células B resultantes tem especificidade para AAgs. O controlo da ontogenia
das células B previne a produgao de AAcs. Muitas destas células auto reativas modificam os
seus recetores através da edicao de novos. As que nao o conseguem fazer sao detetadas ou

tornam-se nao funcionais. [28]

A DAI ocorre quando as células T auto reativas ou AAcs causam lesao através de reagoes de
hipersensibilidade do tipo Il e IV. Ao contrario dos Ags infeciosos, os AAgs sao quase
impossiveis de eliminar, apesar do esfor¢o do SI. As DAls sio comuns e causam,
normalmente, doenga cronica que dura meses ou anos, nao havendo cura. Podem afetar
qualquer 6rgao e ocorrem em qualquer idade. As hipdteses para as causas da DAl incluem os

AAcs naturais, mas existem evidéncias que sao as células T que iniciam a doenga. [28]
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Todos os métodos para ajudar no diagnéstico das DAls dependem da detecao de AAcs,

utilizando os equipamentos e as metodologias descritas. [28]

O estudo das DAIs tem tido uma enorme expansao e sabemos hoje que o desenvolvimento

Estado de

Deficiéncia

Imunitaria
(Def. de IgA, TS
Def. de C;NK )

Ambiental
(Infecao,

fumar)

Medicamentos, UV,

destas doengas depende de varios fatores de risco
no mesmo individuo, ao mesmo tempo, tais como:
fatores genéticos, imunoldgicos, ambientais ou

hormonais (llustragao 7). [29]

llustracio 7 - Esquema representativo da Etiopatogenia
multifatorial das doencas autoimunes. Mosaico da
autoimunidade: Fatores de Risco para o desenvolvimento de
Doenca Autoimune

Fonte: [29]

Embora os antecedentes genéticos sugiram o desenvolvimento da DAl numa familia em

particular, uma diferenca no nivel hormonal ou fatores ambientais (virus, medicamentos,

exposi¢ao aos raios ultra violetas do sol) poderao induzir diferentes DAIls nos varios membros

da mesma familia. [29]

As DAls podem ser sistémicas ou especificas de 6rgao (Tabela VIIl). [29]

Tabela VIII - Algumas Doencas Autoimunes sistémicas e especificas de 6rgao. [29]

Especificas de Orgio
Diabetes Mellitus Tipo |
Hepatite Autoimune Tipo |
Cirrose Biliar Primaria
Doenca Celiaca

Miastenia Gravis

Sistémicas

Lapus Eritematoso Sistémico (LES)
Artrite Reumatoide (AR)
Esclerose Multipla

Esclerose Sistémica (ES)

Sindrome de Sjogren (SS)

Conforme os casos, quase todos os testes laboratoriais podem ter interesse. No entanto, os

que sao mais utilizados na pratica didria sao o hemograma, os marcadores de fase aguda e os

AAcs. [29]

Embora, o diagndstico da doenca resulte da interpretagao de um conjunto de testes, neste

relatério foram abordados com maior enfase alguns AAcs, Anticorpos Antinucleares (ANA) e

principais DAls associadas.
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As DAIs sistémicas (Tabela IX) sao caracterizadas pelo aparecimento de AAcs dirigidos contra
componentes celulares, que se encontram em todo o organismo, resultando em lesao

tecidular, numa alteragao funcional da homeostase fisiologica. [29]

Tabela IX - Algumas doencas autoimunes sistémicas e seus antigénios. [29]

Doenca Autoimune Sistémica Antigénio (Self)

Esclerose Multipla Cérebro e matéria branca

Artrite Reumatoide (AR) Tecido conectivo

Esclerose Sistémica Coragdo, Pulmio, Rim, Trato gastrointestinal

Sindrome de Sjogren (SS) Glandulas salivares, Figado, Rim, Tiroide

Lupus Eritematoso Sistémico (LES) DNA, Proteinas Nucleares, Membranas dos Eritrocitos e Plaquetas

DNA, Acido Desoxirribonucleico;

As DAls especificas de cada orgao sao caracterizadas pelo aparecimento de AAcs contra Ags

presentes nesses orgaos (Tabela X). [29]

Tabela X - Principais anticorpos nas doencas autoimunes especificas de 6rgdo. [29]

Orgio Anticorpo Patologias Associadas
ANA, ASMA Hepatite Autoimune Tipo |

Figado AMA M2, gp210, sp100 Cirrose Biliar Primaria
Endomisio

Intestino Transglutaminase IgG, IgA Doenga Celiaca

Gliadinas IgG, IgA
Musculo Recetores de Acetilcolina Miastenia Gravis

ANA, Anticorpos Antinucleares; ASMA, Anticorpos Anti Musculo Liso; AMA M2, Anticorpos Anti Mitocondia fracio M2; gp2l0,
Glicoproteina de 210 KDa; Sp 100, Proteina acido soltvel de 100 KDa; IgG, Imunoglobulina G; IgA, Imunoglobulina A.

A pesquisa e identificagao dos AAcs ANA é fundamental para o diagnodstico destas patologias
e tém sido determinados por IFl durante décadas. Na tabela Xl esta representada a

prevaléncia de ANA nas DAls.
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1) Pesquisa de Anticorpos Antinucleares (ANA)

Tabela XI - Prevaléncia de ANA nas doencas autoimunes. [30]
Doencas autoimunes Prevaléncia de ANA

Doencas em que ANA é muito util para o diagndstico

Ativo 95-100%
Lupus Eritematoso Sistémico

Inativo 80-100%
Sindroma do Lupus Neonatal <90%
Esclerose Sistémica ou Esclerodermia 60-80%
Cirrose Biliar Primaria 95-100%

Doencas em que ANA é moderadamente util para o diagnéstico

Sindroma de Sjorgen 40-70%

Poliomiosite e Dermatomiosite 30-80%

Doencas em que ANA é util para a monitorizacdo ou prognéstico

Artrite juvenil crénica com uveites 20-50%

Fenémeno de Raynaud 20-60%
Tabela Xl - Continuac¢io

Condicoes em que ANA é critério de diagnéstico

Lapus Eritematoso medicamentoso =100%
Hepatite autoimune =[00%
Doencga mista do Tecido Conjuntivo =100%

Doencas para as quais ANA nao é util para o diagnéstico

Artrite Reumatoide 30-50%
Outras Doengas Reumiticas 20-50%
Esclerose Multipla 25%
Purpura Trombocitopenia Idiopatica 10-30%
Colite Ulcerosa 26%
Lapus Discoide Cronico 5-25%
Tiroidite 30-50%

No entanto, resultados positivos devem ser interpretados com cautela e tendo por base a
informagao clinica do doente em causa (llustragao 8).

Os idosos e as mulheres gravidas apresentam frequentemente titulos positivos, ainda que
baixos, de ANA, assim como os doentes com infegoes cronicas, neoplasias, febre reumatica e

outras patologias. [30]
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INFEGOES

Processos

inflamatorios

SAF, Sindrome anti fosfolipidico; ES, Esclerose Sistémica; CREST, Sindrome de Crest; SS, Sindrome Sjégren; DMTC, Doenga mista do
tecido conjuntivo; LES, Lupus Eritematoso Sistémico

llustracdo 8 — Diagrama representativo da complexidade na interpretacao do resultado positivo de ANA.

Fonte: SPC do CHMT

ANA sao AAcs dirigidos contra uma variedade de componentes do nucleo da célula. O termo
ANA ¢ utilizado para todos os Acs que podem ser visualizados por IFI em substrato de HEp-2.

[30]

ANA podem, de modo grosseiro, ser divididos em cinco grupos: os que reconhecem Ags do
envelope celular; dos organelos do nucleoplasma, do nucléolo, do aparelho mitético e do
citoplasma (llustragao 9). Por esta razao, o termo ANA foi considerado desatualizado. [30]

Algumas das proteinas nucleares, alvo dos AAcs, foram extraidas de células do timo, bago e

cultura de células e foram agrupados sob a denominagao de Ags Extraiveis do Nucleo (ENA).

[30]

Anti dsDNA Anti ENAs (Ag Extraiveis do Anti mitocondria (AMA)

Ncleo) Microtibulos Mitocdndria  Cromatina

Envelope nuclear

Anti histonas Nocleo

=  SSA/Ro Nucléolo
A | - SSB/La
t L

nti nucleossomas Scl 70 Anti
- RNP ribossomas
- Sm

Anti nucléolo = Ce Lisossomos Ribossomos

Reficulo endoplasmético rugoso Cifoesqueleto (acting)
Anti Jo-1 Anti musculo liso (ASMA)

dsDNA, Acido desoxirribonucleico de cadeia dupla; Ag, Antigénio

llustracdo 9 — Representacdo esquematica de nucleo celular em interfase e exemplos de imunoglobulinas

que reagem contra componentes nucleares e citoplasmaticos.
Fonte: Bras Patol Med Lab 2007
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A utilizagao de células HEp-2 (Carcinoma Laringeo Humano tipo 2) como principal substrato
na pesquisa de ANA por IFl tem como vantagem apresentarem um grande nucleo, muitos
nucléolos, grande variedade de Ags nucleares (todos os Ags presentes numa célula
eucariotica), citoplasma abundante e um grande potencial mitotico. Sao células que se podem
propagar indefinidamente em cultura de células, e como tal o substrato pode ser mais
facilmente padronizado. A elevada sensibilidade presente nas técnicas de IFl em substrato de
células HEp-2, contrasta com a sua baixa especificidade: apenas alguns padroes sao especificos
de alguns Ags e muitas especificidades diferentes, dao origem a padroes semelhantes. [30]

A crescente necessidade de efetuar a pesquisa de ANA levou a uma evolugao técnica e ao
desenvolvimento de novas plataformas de diagndstico, como ELISA, imunoensaios
quimioluminescentes, imunoensaios fluoroenzimaticos e imunobloting. [29]

A IFl ainda hoje, é o método de referéncia para o rastreio e determinagao semi-qualitativa de
ANA e Ac anti citoplasmaticos no soro humano, porque permite detetar facilmente um
grande nimero de AAcs com uma tripla vantagem: facilidade de execugao, sensibilidade e
possibilidade de detetar varios AAcs ao mesmo tempo. [29]

Para o efeito sdo utilizadas laminas com dois substratos: células HEp-2 (maioritariamente nas
fases do ciclo celular mitose e interfase) e corte de figado de primata. A combinagao do
substrato células HEp-2 com figado de primata permite a confirmacao e diferenciagao de
resultados logo na fase de triagem. A comparagao dos padroes de fluorescéncia permite uma
maior diferenciagao dos Acs nucleares (Ul-nRNP, Sm, dsDNA, histonas e pontos nucleares)
que reagem com células HEp-2 e figado com a mesma intensidade, enquanto os Acs de SS-A,
SS-B, centrémeros e ciclina apresentam uma fluorescéncia muito mais fraca no tecido do
figado. [23]

Os AAcs pesquisados por IFl em substrato de células HEp-2 estao associados a determinados
padroes de imunofluorescéncia, que embora nao permitindo uma identificagao definitiva da
especificidade subjacente, podem, tanto o titulo como o padrao, ser muito informativos, por
serem caracteristicos dos AAcs procurados. O componente nuclear no qual se localiza o Ag e
que é reconhecido pelo ANA, vai determinar o padrao visual que se observara por
imunofluorescéncia (Tabela XIlI). [23]

Os AAcs originam padroes de fluorescéncia brilhante, verde maga, caracteristicos no nucleo,
nucléolos e citoplasma, cuja anadlise é subjetiva e depende da experiéncia do operador, o que
acaba por ser uma limitagao da técnica. Existe assim uma variabilidade intra e interlaboratorial

que constitui o maior desafio no diagndstico das doengas autoimunes. [30]

50



Tém sido descritos mais de 30 padroes e imunofluorescéncia, incluindo padroes nucleares e

citoplasmaticos. Alguns deles raros. [30]

Tabela XII — Padrdes caracteristicos de fluorescéncia ANA. [30]

Padrao Antigénio Observacoes

Nuclear

Mosqueado nRNP/Sm, Sm, Matriz Nuclear .

dsDNA, nucleossomas,

DMTC, LES, Raynaud,
ES, SS

LES, Vasculite, Artrite

Homogéneo histonas, cromatina juvenil idiopatica
Fino Granular SSA/Ro, SSB/La, Topo - | LES, SS, ES, MI, DMTC
Dots Nucleares Centromeros A, B, C, F ES, Raynaud
Nucleolar Scl-70, PM-Scl, RNA ES, Raynaud, MI

polimerase, fibrilharina

Hepatite autoimune
(HAI), Vasculite,
Tromobocitopenia, LES
e CBP

Membrana Nuclear Laminas, gp210, p62

Raynaud, ES, SS, CREST
ou alguns sindromes
croénicos pos-virais

Antigénios associados aos

Aparelho Mitético ,
cromossomas, centriolos

Citoplasmatico

MI, DM, CBP, Doenga

o-1, AMA, lisossomas . -
Jo-1, ; ’ intersticial pulmonar

Granular Aparelho de Golgi

HAI, CBP, Anemia
perniciosa, Miastenia
Gravis e Doengas
Reumaticas

Actina (ASMA), vimentina,

Filamentoso .
tropomiosina

Topo |, Topoisomerase; dsDNA, Acido Desoxirribonucleico de cadeia dupla; RNA, Acido Ribonucleoproteico; AMA, Autoanticorpos anti mitocéndria; DMTC,
Doenga Mista Tecido Conectivo; LES, Lupus Eritematoso Sistémico; ES, Esclerose Sistémica; SS, Sindrome de Sjogren; MI, Miopatia Inflamatéria; DM,
Dermatomiosite; CBP, Cirrose Biliar Primaria; HAI, Hepatite Auto imune; ASMA, Anticorpos anti masculo liso.
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Os padroes caracteristicos das células em Mitose, s6 aparecerao nessa fase do ciclo e a maior
parte dos padroes associados a patologias ocorrem durante a Interfase.

Os padroes de ANA com mais significado clinico, sio o homogéneo, fino granular,
mosqueado, nucleolar e centromero, associados ao dsDNA, histonas, SS-A/Ro, SS-B/La, Mi-2,

UI-RNP, Sm, Scl-70, PCNA, gp210, Sp100, CENP-B. [30]

Os resultados sao expressos em diluigdo, mas para além do titulo (tanto mais sugestivo
quanto mais elevado) é importante identificar o padrio de imunofluorescéncia, que varia

conforme os Ags alvo do AAcs. [29]

-Negativo
Quando na diluicao do soro a 1/160 o nucleo das células HEp-2 nao apresenta fluorescéncia
ou exibe uma fraca marcagao com padrao ininteligivel ou apenas o citoplasma apresenta

marcagao, semelhante ao controlo negativo.

-Positivo

Quando a diluicao do soro a /160, 1/320 e 1/640 é considerada positiva para Acs
antinucleares se os nlcleos das células HEp-2 apresentarem fluorescéncia superior a
fluorescéncia do controlo negativo e com padrao ANA caracteristico.

Quando as amostras sao positivas atribui-se o titulo que é determinado pela maior diluigao

positiva e também ¢ indicado o padrao de positividade. [29]

O resultado do screening por IFl vai orientar o estudo para a realizagio de ensaios mais

especificos (ELISA, Imunobloting), para determinar para que Ags os Acs sao direcionados.

Na figura 34 estao representados os métodos especificos (Elisa e Imunobloting), que
permitirao a confirmagao/ identificagdo do ou dos perfis de AAcs pesquisados como ja foi

atras referido.

Pesquisa ANA Pesquisa ANA
ELISA (ensaio semi-quantitativo) Imunoblotting (ensaio qualitativo)
ANA Screen (IgG) ANA Profile et Mi-2 et Ku (IgG)
nRNP/Sm,Sm,SS-A,R052,SS-B,Scl-70,)o- Mi-2, Ku, nRNP/Sm, Sm, SS-A (nativo),
I ,PCNA,PM-Scl,proteinas-Pribossomais e Ro52, SS-B, Scl-70, PM-Scll00, Jo-I,
centrémeros. CENPB, PCNA, dsDNA, nucleossomas,

histonas, proteina P ribossomal, AMA M2

Figura 34 — Esquema representativo dos métodos especificos (Elisa e Imunobloting) e respetivos antigénios.

Fonte: SPC do CHMT
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A detecao de ANA é um importante indicador de diagndstico em muitas DAIs, em particular
nas doengas reumaticas. A prevaléncia de ANA em doengas inflamatodrias reumaticas é entre
20% e 100%. A Taxa mais baixa ocorre na artrite reumatoide (20% e 40%). O diagnostico
diferencial de Acs anti Ags do nucleo ¢ indispensavel para a identificagio de doengas

reumaticas individuais e sua diferenciagao de outras DAIs (llustragao 10). [23]

Presentemente ainda n3o existem técnicas uniformizadas e os resultados dependem das
técnicas utilizadas e das preparagoes antigénicas usadas pelos fabricantes, que podem ter
origens diferentes e serem produzidas por diversos métodos. [29]

Na quantificagao destes AAcs devemos ter em conta a variabilidade inter-série, intra-série e
inter-lote. Nunca devemos esquecer esta variabilidade na interpretagao das alteragoes de

titulos observados num mesmo doente bem como na interpretagao dos valores borderline.

[23]

Na pratica, para as técnicas IFl, tanto o titulo como os padroes de fluorescéncia podem variar

de laboratorio para laboratorio (subjetividade na leitura) e com os reagentes utilizados.

IFI - Negativo

IFI (HEp-2) + ELISA — Negativo
IFI Negativo EL|§A

ELISA Positivo

Anti-SSA / Anti-Jo-|
Se IFl Positivo + ELISA Positivo / Negativo

fino Mosqueado | Homogéneo|| Nucleolar Mempbrana Pontos Aparelho Granular Filamentoso
Granular Nudlear Nucleares Mitético AMA ASMA

e

— Screening J

RNP

Alguns

Determinar ENAS
BLOT

BLOT ANA profile R
BLOT ANA Profile Nucl.eossomas Hepticas BLOT
Histonas gp 210 Doengas Hepaticas
sp 100
i

BLOT

Esclerose

Scl70 Sistémica

_-jo-l

IFl, Imunofluorescéncia Indireta; ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; dsDNA, acido
_ Desoxirribonucleico de cadeia dupla; AMA, Anticorpos Anti Mitocondria; ASMA, Anticorpos Anti
Musculo Liso; gp 210, Glicoproteina de 210 KDa; sp100, Proteina acido soltvel de 100 KDa

llustracdo 10 — Algoritmo de orientacdo da determinacido de ANA.
Fonte: SPC do CHMT
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Os niveis de AAcs na maioria das patologias autoimunes nao se correlaciona com a atividade
da doenca pelo que nao ha necessidade de se repetir a sua quantificagao.

Outra situagao semelhante é quando o resultado de pesquisa de AAcs é negativa. A sua
detecao podera eventualmente vir a ser requisitada de novo num contexto clinico evocador.
[29]

Na requisicao de ANA e na interpretagao dos seus resultados devemos ter em conta:

- O conjunto de dados clinicos do doente, especialmente a orientagao do diagndstico;

- A informacao atualizada sobre a doenca e AAcs associados;

- As caracteristicas das técnicas de detecao dos AAcs (sensibilidade, especificidade, valor

preditivo). [29]

ii) Doencas Autoimunes — Casos Representativos

Uma DAI pode desenvolver-se em qualquer 6rgao ou tecido do nosso organismo. A lista de
DAls é extensa e nao sera descrita neste relatério, no entanto, irei apresentar alguns casos

mais representativos.

Lapus Eritematoso Sistémico (LES)

O LES é uma doenga sistémica, que incide particularmente em mulheres (9/1) jovens, com
idades compreendidas entre os |15 e os 40 anos, onde sao lesados muitos orgaos e/ ou
sistemas (pele, articulagoes, rim e Sistema Nervoso Central), e por isso, o Colégio Americano
de Reumatologia (ARC) decidiu que sao necessarias lesdes em pelo menos 4 sistemas para

estabelecer o diagnostico de lupus (Figura 35). [29]

/ >
E @ Lesdes discoides (18%)

01 A= 08
02 = 09 @ Erupcao cutanea malar (57%)
/:‘Z N ',% . @ Serosite (56%)

03

( @ Lesdo renal (51%): proteinria persistente (>500 mg/24 h) ou
1 cilindros celulares)

10 @ Artrite ndo-erosiva em 2 ou mais articulacoes (86%)
@ Manifestacaes hematoldgicas (59%):
anemia hemolitica ou leucopenia (<4.000/mm?) ou
L linfopenia (<1.500/ mm?) ou trombocitopenia (<100.000/mm”)
@ Fotossensibilidade (43%)
@ Perturbacges neurologicas: convulsaes ou psicase (20%)

@ Ulceras orais ou nasofaringeas (27%)

@ Alteracoes imunolagicas: anticorpos anti-ADN ou anticorpos
anti-Sm ou teste serologico falso positivo para sifilis ou
fenomena LE positiva (85%)

o Q Titulos elevados de anticorpos antinucleares (99%) J

Figura 35 — As manifestacdes caracteristicas de LES.

Fonte: [29]
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O rim é um orgao importante que pode ser lesado, o que ocorre em 50% dos doentes. As
provas do envolvimento renal sao a presenca de sangue e/ ou proteinas na urina. A analise
quimica da urina ou através do microscopio pode revelar lesoes renais. O envolvimento renal
é bastante importante nos doentes com lUpus, uma vez que os rins sao essenciais a vida.

A doenca renal é uma das manifestagoes mais graves do LES, pelo que, é obrigatorio avaliar a

funcao renal de todos os doentes ltpicos. [29]

A etiologia é desconhecida, mas na base da doenga estd envolvida uma desregulacao
imunoldgica, que podera ter por causa fatores genéticos, hormonais e ambientais. As
mulheres com LES tém muitos AAcs em circulagao. [29]

Numa tentativa de clarificar o fendmeno LES foram detetados AAcs direcionados para varios
componentes do nucleo da célula. Os AAcs sao parte do diagndstico de LES, especialmente os
Acs anti dsDNA. O dsDNA, com uma especificidade de quase 100%, é considerado um dos
critérios mais importantes para o diagnostico de LES e o seu titulo esta correlacionado com a
atividade clinica da doenca. [32,33]

Durante o curso da doenca, imunocomplexos do DNA dupla fita e os Acs correspondentes
sao depositados nos capilares subcutaneos, rins e outros 6rgaos, nos quais causam lesoes via
ativagao do sistema do complemento. [34,35]

Existem evidéncias crescentes de que o Ag alvo primario dos AAcs relevantes
patologicamente nao é o DNA “puro”, mas o DNA complexado com nucleossomas. [39]
Resultados de ANA positivos, mais as especificidades dos AAcs marcadores de LES (anti-
dsDNA, anti-Sm ou anti-nucleossomas) sao altamente sugestivos de LES. Se a eles

adicionarmos 2 ou mais critérios do ACR, considera-se o diagnodstico definitivo. [29]

O contributo do laboratério de imunologia para o diagnostico de LES é grande. O LES
caracteriza-se pela existéncia de um elevado nimero de AAcs alguns dos quais sio

marcadores de doenga (Tabela XIII). [29]

Tabela XIIl - AAcs marcadores especificos de LES. [29]

Acs anti Padrées IFl em células Hep2

dsDNA: 50 — 80% (CRITERIO ACR) Homogéneo, mitoses positivas

Sm: 5-30% (CRITERIO ACR) Mosqueado, mitoses negativas

Nucleossomas: 56-90% Homogéneo, mitoses positivas

Ribosoma P: 10-20% Citoplasma denso por veses com nucéolos positivos
PCNA: 5% Nuclear pleomérfico

Acs, Anticorpos; dsDNA, Acido Desoxirribonuncleico de cadeia dupla; Sm, Smith; PCNA, Autoanticorpos anti-ciclina; ACR, Colégio

Americano de Reumatologia.
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Ha também AAcs que ajudam a diagnosticar alguns subtipos de LES. Lupus Neonatal (SSA/ Ro)
e Lapus induzido por farmacos (histonas).

O lapus neonatal ocorre na descendéncia de um pequeno numero de mulheres com LES, por
transmissao de Acs da mae para o feto através da placenta. Esta forma da doenga desaparece
ao fim de 3-4 semanas ap6s o nascimento, porque os Acs transmitidos sao destruidos no
sangue do recém-nascido. [29]

O Ilupus induzido por farmacos afeta igualmente homens e mulheres e ocorre sem lesao dos
rins ou sistema nervoso. Esta forma de lupus cessa com o final da medicagao. [29]

A monitorizagao do titulo de Acs anti dsDNA justifica-se, pois sio um marcador da atividade
da doenga. A analise podera ser requisitada todos os 3 a 6 meses ou mesmo antes em fungao
do estado clinico, tendo sempre o cuidado de serem realizadas pelo mesmo método. [29]
Estes AAcs sao quantificados por ELISA (anti dsDNA IgG), com uma sensibilidade e
especificidade de 65-95% e 19-82%, respetivamente. [23]

E importante ter em conta que:

- Os ANA s3o um teste sensivel para LES, mas nao sao especificos;

- Nao estdo correlacionados com a atividade da doenga (ha exacerbagées sem aumento dos niveis de ANA);
- Podem observar-se titulos elevados de ANA na auséncia de doenca.

Na presenca de ANA negativos num doente com suspeita de LES, deve considerar-se a
possibilidade de outro diagnostico, avaliar se o doente estd em remissao ou se existe
insuficiéncia renal cronica. [29]

Na figura 36 esta representando um esquema para orientacao no diagnostico de LES.

[ Suspeita clinica de LES ]

[ ANA em HEp2

[ ANA negativo ] . ANA positivo 1
Ac anti:

I

[ Pesquisar SSA/ Ro se negativo ] ( dsDNA se negativo ] [ ENA se positivo ]
&
BLOT
LES improvavel Pesquisar: anti-
[ ] Nucleossomas e anti- [ Sm, RNP, SSA,'SSB ]
Ribosoma P

-

ANA, Anticorpos Antinucleares; LES, Liapus Eritematoso Sistémico; dsDNA, Acido Desoxirribonucleico de cadeia dupla; ENA, Antigénios

Extraiveis do Nucleo; Ac, Anticorpo; HEp2, Células do Carcinoma Laringeo Humano Tipo 2.

Figura 36 — Algoritmo de orientacido do diagnéstico de LES. Fonte: Adaptado de [29]
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A sobrevivéncia dos doentes com LES pode chegar aos 75% aos 20 anos de evolugao, estando

o pior prognéstico (50% de mortalidade em 10 anos) associado a patologia renal. [29]

Esclerose Sistémica (ES)

A ES é uma DAI grave, cuja origem permanece ainda desconhecida. Caracteriza-se por lesoes
vasculares e intensa produgao de fibrose no tecido cutaneo (esclerodermia) e em outros
orgaos internos do corpo (tubo digestivo, coragao, pulmao, entre outros). [36]

A doenga comega muitas vezes por uma sindrome de Raynaud, doenga dos pequenos vasos
das extremidades (palidez digital e cianose em resposta ao frio e stress).

Trata-se de uma doenga rara, com distribuicio mundial e maior prevaléncia no sexo feminino,
ocorrendo o pico da idade entre os 30 e os 50 anos. [29]

A etiologia da ES é desconhecida, nomeadamente, a sua relagao com fatores hormonais. [29]
O diagndstico diferencial de ES nao é facil. Antes do aparecimento dos sinais cutaneos
(espessamento da pele) ha que fazer o diagnostico diferencial entre varias causas de fenomeno
de Raynaud e ANA positivos. [29]

O fenomeno de Raynaud é muito frequente (>90% dos casos) e muitas vezes a primeira
manifestacdo da doenga. Pode surgir nas maos e nos pés e é seguramente um sinal nas
profundas alteragoes vasculares que surgem nesta doenca e que também envolvem outros
orgaos profundos, como os pulmoes com hipertensao pulmonar e os rins com a crise renal da
esclerodermia. [36,37]

A ES classifica-se em dois grandes tipos que apresentam manifestagoes clinicas, laboratoriais e
um prognostico diverso: ES com esclerodermia difusa e ES com esclerodermia limitada.

Os doentes com ES na forma difusa apresentam espessamento da pele do tronco, face e
regides proximais e distais das extremidades e tém um maior risco de desenvolverem mais
precocemente manifestagoes viscerais graves, como a fibrose pulmonar intersticial.

Os doentes com ES na forma limitada apresentam espessamento cutidneo restrito a regioes
distais, cotovelos, joelhos, face e pescogo. A chamada Sindrome de CREST com Calcinose,
sindrome de Raynaud, Disfuncao Esofagica, Esclerodactilia (pele fia, palida, espessa e sem pelos
nos dedos) e Telangiectasias (dilatagao patoldgica persistente nos vasos sanguineos
superficiais) € uma subforma especial de ES, representa 20 — 30% dos doentes com

esclerodermia e tém melhor prognostico. [29,38]

O tecido conjuntivo dos pulmoes, rins, esdfago e coragao esta particularmente em risco.
Hoje, sabe-se que o envolvimento dos pulmoes é a principal causa de morte da ES. A taxa de

sobrevivéncia de 10 anos é de 55%. [38]
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Os critérios de diagnostico para a ES, estabelecidos pelo ACR, em 1980, sao:

Critério principal:

ES tipica com alteragoes da pele proxima das articulagoes basais dos dedos.

Critérios secundarios:

- esclerodactilia;

- cicatrizes distais ou perda de substancia das partes moles dos dedos distais e/ ou dos pés;

- fibrose pulmonar basal bilateral.

O diagnostico clinico pode ser estabelecido com uma certeza razoavel caso se verifique o
critério principal ou pelo menos dois critérios secundarios. [39]

Apesar dos métodos de teste recentemente melhorados, os critérios nao sao, porém, muito
sensiveis, em particular para um diagnéstico precoce em doentes que sofram da forma

limitada da doenga. [40]

Uma vez que a ES se manifesta de varias formas e em diferentes partes do corpo e pode levar
até a paralisagao, o diagnostico torna-se dificil. [40] Verificou-se que fatores genéticos e
processos autoimunes estimulam os AAcs anti recetor do trombdcito, derivado do fator de

crescimento PDGFR, estao definitivamente associados a doenca. [41,42,43]

Laboratorialmente existe uma sindrome inflamatéria normalmente pouco intensa. Dada a
complexidade da doenga, o diagnostico serologico é particularmente importante. Em
aproximadamente 90% dos casos de ES, saio comuns ANA positivos e tem geralmente um
padrao de fluorescéncia nucleolar. [29]

Os AAcs mais especificos de ES sao os Acs anti-centromero — CENP B (80%) e os anti-Scl 70
— topoisomerase | (30%), raramente coexistindo no mesmo paciente.

O Scl 70 é um produto de degradagao ativo da topoisomerase |. Trata-se de uma enzima
DNA Topoisomerase |, localizada no nucleoplasma e em particular e alta concentragao nos
nucléolos, cuja principal fungao é catalisar o DNA [30]. Outros AAcs podem ser observados,
Acs anti: PM/ Scll100 (PM-1), Fibrilharina, NOR-90, RNA Polimerase | e Th/To, todos eles
reconhecendo Ags nucleolares. As RNA Polimerase Il e lll saio Ags localizados no
nucleoplasma, com padrao de fluorescéncia granular. [29]

Na tabela XIV estao descritas as prevaléncias de AAcs anti Ags especificos de ES.
[40,44,45,46]

Os Acs anti-fibrilharina sao marcadores de diagndstico e progndstico da ES, possuindo

também valor preditivo. [29]
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Tabela XIV - Prevaléncias de AAcs anti Ags especificos de ES. [40,44,45,46]

Auto antigénios especificos de ES Prevaléncia de autoanticorpos
Scl-70 Dependendo da atividade da evolugao e do prognostico
(DNA Topoisomerase I) 40-78% na ES (forma difusa)

5-15% na ES (forma limitada)
CENP A e CENPB 5-10% na ES (forma difusa)
(Proteina A do centrémero e proteina B do centromero)  80-95% na ES (forma limitada)
RNA Polimerase Ill (sdo especificos) 5-22% na ES (forma difusa)
Fibrilarina 5-10% na ES (forma difusa)
(U3-RNP)
NOR90 Raramente (<5% na ES)
(Regidao organizadora do nucléolo)
Th/ To Raramente (<5% na ES)
(complexo da proteina 7-2 RNP/7-2-RNA)
PM-Scl 10-20% na ES

(Complexo do Ag de | 1-16 polipeptideos, Ags principais

PM Scl-100 e PM Scl-75)

Ku Raramente (<5% na ES)
AAcs, Autoanticorpos; ES, Esclerose Sistémica; Ag, Antigénio; Ags, Antigénios.

O titulo destes AAcs nao varia com a evolugao clinica, pelo que nao é necessario repetir o

seu doseamento.

A presenca no soro de um individuo, de Acs anti — nucleolares especificos de ES (em titulo
elevado) na auséncia de sinais e sintomas especificos, deve alertar o médico para o risco de
desenvolvimento da doenca. Este deve também estar atento a ocorréncia ocasional destes Acs
(em titulo elevado) na auséncia de outras manifestagoes clinicas autoimunes devendo nestes

casos despistar a possibilidade de um tumor. [29]

Em suma, o LES e a ES sao algumas das DAls com maior incidéncia na mulher. Esta descoberta
fornece uma pista acerca da existéncia de uma influéncia hormonal no Sl, o que se
correlaciona com a teoria do mosaico da autoimunidade, na qual, os fatores genéticos,
ambientais e hormonais juntamente com um defeito imunitario sao necessarios para provocar
DAls.

A mulher tem um S| mais ativo e, hoje, sabe-se que os Estrogénios (Hormona Sexual
Feminina) sao responsaveis pelo Sl da mulher ser mais eficaz que o do homem. Desta forma,
esta também mais propensa a desenvolver DAI.

Os Linfocitos possuem recetores para os estrogénios que, apos ligarem-se, sao internalizados
e ativam mais eficazmente o Sl, o que, em parte também explica a diminuigao da incidéncia da
DAI na menopausa. Nesta fase, embora, nao curado, o LES, torna-se menos ativo, com menos
exacerbagoes. [29]

Embora haja uma correlagao genética, hormonal e medicamentosa, nao ha duvidas de que o
mecanismo despoletador é um fator ambiental. E este que determina a altura do aparecimento

da doenga, o tipo de doenca e até as suas caracteristicas clinicas. [29]
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2.3 - Setor de Bioquimica

Este setor realiza a determinagdo de diversos parametros como ides, enzimas, metabolitos,

técnicas electroforéticas de proteinas (proteinograma).

Tem como amostra mais frequente o soro obtido apods centrifugagao (3000 rpm durante 10
minutos a temperatura de 15°C) do sangue total, colhido para tubo com ativador da
coagulagao e gel de separagao. Antes da centrifugagao, os tubos permanecem em repouso

durante cerca de 15 a 20 minutos, até a retragao do coagulo.

O soro ¢ entao o resultado da centrifugagao do sangue total sem os fatores de coagulagao,

como a fibrina.

Mas também realiza determinagées em urina, no LCR, no sangue total, e ainda em outros

fluidos biologicos como o liquido ascitico e o liquido pleural.

A maioria das determinagoes bioquimicas é realizada no Unicel DxC 800.

As atividades desenvolvidas neste setor encontram-se resumidas na tabela XV.

Tabela XV - Equipamentos do setor de Bioquimica com especificacio do método usado, os parametros
realizados em cada equipamento e os respetivos valores de referéncia.

Equipamentos

Bi .. Método Parametros Valores de Referéncia
ioquimica
Ao F 2.3-6-6 mg/dL
Acido Urico M 4.4-7.6 mg/dL
Albumina A 3,5-4,8 g-/dL
ALP A 38-126 IU/L
F 17-63 U/L
ALT M 14-54 U/L
Amilase A 28-100 U/L
AST A 15-41U/L
Bilirrubina total A 0,30-1,20
Potenciometria Calcio A 2.2-2.6 mmol/L
indireta, fotometria F 26-140 IU/L
SYNCHRON DxC®800
x (colorimetria e cK M 38-75 IU/L
turbidimetria) Cloro A 98-107 mmol/L
Colesterol HDL A 0-100 mg/dL
Colesterol Total A 0-190 mg/dL
Creatini F 0,4-1,0 mg/dL
reatinina M 0,7-1,2 mg/dL
Ferr F 50.0-170.0 pg/dL
© M 65.0-175.0 pg/dL
Fosforo A 0.8-1.6 mmol/L
GGT A 7-64 IU/L
Glicose A 74-106 mg/dL
LDH A 0-248 IU/L
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Tabela XV - continuacao

SYNCHRON DxC®800

Aution Max AX42-80

Potenciometria

indireta, fotometria

(colorimetria e
turbidimetria)

Refletancia, indice de

refragdo, dispersao de luz

Lipase

Potassio
Magnésio

Sédio

Proteinas totais
Triglicéridos
Ureia

Bilirrubina direta
PCR

Carbamazepina*
Digoxina*
Fenitoina*

Litio*

Teofilina*

Acido Valpréico
Acetaminofeno*
Alcool etilico*
CKMB*

ADA*

Colinesterase™

Densidade
Cor

Turvagao
Glicose
Proteinas

pH
Hemoglobina
Corpos cetdnicos
Urobilinogénio
Nitritos
Leucocitos

Bilirrubina

A22-51 UL
A 3,5-5,1 mmol/L
A 1.6-2.5 mg/dL
A 136-144 mmol/L
A 6.4-8.3 g/dL
A 70-150 mg/dL
A 11-50 mg/dL
A 0.00-0.20 mg/dL
A 0.00-0.75 mg/dL
A 4-12 pg/mL
A 0.8-2 ng/mL
A 10-20 pg/ml
NA
A 10-20 pg/mL
A 50-100 pg/mL
A 10-30 pg/mL (terapéutico)
NA
A <24 U/L

A 4.8-23.1 U/L

F4.62-11.5 kU/L
M 3.93-10.8 kU/L

Urina Tipo Il

A 1.010-1.025

A 0-30 mg/dL
A 0-10 mg/dL
A5-8

A 0-0.03 mg/dL
A 0-5 mg/dL

A 0-0.2 mg/dL
A 0-25/pL

A 0-0.2 mg/dL

A- Ambos; F-Feminino; M- Masculino; ALP- Fosfatase Alcalina; ALT- Alanina Aminotransferase; AST- Aspartato Aminotransferase; CK-
Creatina Cinase; GGT- Gama Glutamil Transferase; LDH- Lactato Desidrogenase; PCR- Proteina C Reativa; CK MB - Creatina Cinase, MB;
ADA- Adenosina Desaminase; NA - Nao Aplicavel.

Fonte: SPC do CHMT
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2.4 - Setor de Hematologia

O setor de Hematologia para além de auxiliar no diagnostico, como todas as areas analiticas
de um SPC, desempenha um papel fundamental na avaliagdo da agao da terapéutica instituida.
Foi um dos setores que mais prosperou com o avango da tecnologia, em que provas como a
contagem de células, a determinagao da velocidade de sedimentagio e as provas de
coagulagao passaram a ser executadas em equipamentos automaticos, o que veio permitir a
transmissao de resultados num curto espago de tempo, fundamental na rotina didria de um

Hospital, para auxiliar a clinica na selegao da melhor opgao para o doente.

As atividades desenvolvidas neste setor encontram-se resumidas na tabela XVI.

A amostra utilizada para a determinagao da maioria dos parametros é de sangue total, colhida

em tubo com o anticoagulante EDTA.

Para as provas de coagulagao, a amostra utilizada é plasma com citrato de sédio.

O exame mais frequentemente pedido é o Hemograma completo, que permite fazer uma

andlise quantitativa e qualitativa dos leucocitos, eritrocitos e plaquetas.

Tabela XVI - Equipamentos do setor de Hematologia com especificacdo do método usado, os parametros
realizados em cada equipamento e os respetivos valores de referéncia.

Equipamentos Método Parametros Valores de Referéncia
Hematologia

Hemograma
Eritrocitos M 4.5-5.5 10M12/L
F 3.8-4.8 107 12/L
Leucocitos A 4.0-10.0 1079/L
Neutrdfilos A 1.5-7.0 1079/L
Linfocitos A 1.0-3.7 1079/L
Monécitos A 0.0-0.7 1079/L
Eosindfilos A 0.0-0.4 1079/L
Baséfilos A 1.0-20 %
Sysmex XE-2100 Ci.tometnria .de fluxo, Hemoglobina M 13.0-17.0 g/dL
Sysmex XT-1800i |mpedanC|a,.SLS- ’ F 12.0-15.0 g/dL
hemoglobina Hematocrito M 40.0-50.0 %
F 36.0-46.0 %
VCM A 80.0-100.0 fL
HCM A 27.0-32.0 pg
CHCM (célculo) A 32.0-35.0 g/dL
RDW A 11.6-14.0 %
Plaquetas A 150-400 1079/L
VPM A 82-97fL
PDW A9.0-17.0 %
Plaquetocrito A 0.17-30.0 %
Reticuldcitos A 50-100 1079/L
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Tabela XVI - Continuacgio

STA Compact Max (x2)

Test | THL

VARIANT™ ||
Hemoglobin Testing
System

HYDRASYS

Imunoturbidimetria

Fotometria capilar de fluxo
(andlise cinética)

Cromatografia de Alta
Resolugao (HPLC)

Eletroforese em gel de
agarose

TP
INR
aPTT
D-Dimeros
Fibrinogénio
Tempo Trombina
Antitrombina Il
F VW
Fator VIII
Proteina S livre

Proteina C func.
Anticoagulante ltpico (ratio)
Velocidade de Sedimentagao

Doseamentos das fragdes
de Hemoglobina (AIC, F,
A2)
Eletroforese de
Hemoglobina

A 9.6-14.4 seg
A 0.80-1.20
A 25.4-34.3 seg
A 0-500 pg/L
A 2.38-4.98 g/L
A 0-21 seg
A 80-130%
A 60-150%
A 50-150%
F 54-124%
M 74-146%
A 70-130%
A0-1.2
F(51)4-14 mm/h
M (58) 3-9 mm/h
(50-60 anos)
HbAIC IFCC: 20-42
mmol/mol
HbAIC DCCT: 4-6 %

A- Ambos; F- Feminino; M- Masculino; VCM- Volume Corpuscular Médio; HCM- Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM- Concentragdo de
Hemoglobina Corpuscular Média; RDW- Red Cell Distribuition Width; VPM- Volume Plaquetar Médio; PDW- Platelets Distribuition Width;
TP- Tempo de Protrombina; INR- International Normalized Ratio; aPTT- Activated Partial Thromboplastin Time; F vW- Fator von

Willebrand; HbA | C- Hemoglobina Glicada; HbF- Hemoglobina Fetal.

Fonte: SPC do CHMT
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CONTROLO DE QUALIDADE DOS SETORES DE IMUNOLOGIA/
BIOQUIMICA E HEMATOLOGIA

Nos setores de Hematologia e Bioquimica/ Imunologia o CQI é efetuado diariamente como
amostra de rotina, em conformidade com orientagoes das IT.SPC.020.00 e IT.SPC.029.00,
respetivamente, no anexo XV.

Salienta-se que, no caso da Imunologia, e, em particular nos testes ELISA e IFl, o CQI ¢é
fornecido com o proprio KIT e efetuado em simultaneo com a série de amostras.

Para a maioria dos parametros analiticos destes setores, sao realizados dois niveis de controlo
didrios. Nos casos de analises efetuadas semanalmente, os trés niveis de controlo disponiveis
sao efetuados. Os critérios de aceitagao dos controlos sao baseados no intervalo de valores
aceitavel presente nas respetivas bulas e na interpretagao das cartas de controlo (cartas de
Levey-Jennings) de acordo com as Regras de Westgard. [15]

Periodicamente, por andlise das cartas de controlo e sempre que € necessario, os
responsaveis dos setores revém o intervalo de referéncia aceitavel para cada parametro. Os
limites aceitaveis sao + 2DP (Desvio Padrao) da média. O CQI é efetuado também sempre
que um novo lote de reagente € utilizado, depois de nova calibragao, apés manutengao do

equipamento ou qualquer alteragao nas suas condigoes de funcionamento.

Na AEQ, o setor de Hematologia, utiliza os programas do Randox internationalquality
assessement scheme (RIQAS) e do INSA.
O setor de Bioquimica utiliza os programas de AEQ do RIQAS, LABQUALITY e do INSA.

O setor de Imunologia participa em trés programas de AEQ, RIQAS, INSA e da Medizinische
Labordiagnostika AG (EUROIMMUN). Na tabela XVII estao resumidos os varios programas
de AEQ da Autoimunidade.

Tabela XVII - Programas de AEQ da Autoimunidade.
INSTITUTO PARAMETROS ANALITICOS PERIODICIDADE

EUROIMMUN ANA, ANCA e Triplo tecido 2x/ Ano (lamostra)
Ac Anti-Tiroideus
Doenca Celiaca 2x/ Ano (lamostra por ensaio)

FR e Ac Anti-CCP

INSA

Ac Fosfolipidicos Ix/ Ano (lamostra)
EUROIMMUN, Medizinische Labordiagnostika AG; INSA, Instituto Nacional de Saiude Doutor Ricardo Jorge, I.P; RIQAS, Randox
internationalquality assessement scheme; ANA, Anticorpos Anti-nucleares; ANCA, Anticorpo anti-citoplasma do Neutréfilo; Ac, Anticorpo;

FR, Fator Reumatoide; CCP, Peptideo ciclico citrulinado.
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3. CONCLUSAO

O Estagio em Analises Clinicas realizado no SPC do CHMT foi uma licao de vida, que me
permitiu o aperfeicoamento das técnicas e procedimentos tedricos adquiridos durante a
frequéncia do Mestrado de Analises Clinicas.

Para além do contato direto com a rotina e fluxos de trabalho existentes no laboratério,
permitiu também a tomada de consciéncia de que a correta execugao dos procedimentos de
realizagao das analises e a minimizagao dos erros ocorridos em qualquer fase da analise, torna
os resultados do laboratério mais fidedignos e corretos, transmitindo elevados niveis de
confianga nao sé aos médicos como aos proprios doentes.

E importante ter sempre em mente que a utilizagao dos exames contribui de forma eficaz na
detecao de patologias e de diversos quadros clinicos, estando sempre em estreita colaboragao
com varios especialistas da area médica existentes no hospital.

Neste relatorio procurei desenvolver e aprofundar dois dos setores do SPC, Microbiologia e
Imunologia, em grande parte, pelo fascinio que sempre geraram em mim e nao por os
considerar de maior importincia. O estagio veio confirmar que um setor nao pode ser
tratado isoladamente, todos eles estao interligados e funcionam como um todo, no contributo
do laboratério para o diagnéstico clinico.

Em suma, a realizagao deste mestrado foi sem diuvida uma mais-valia para o enriquecimento
pessoal e profissional, quer do ponto de vista de aluno quer de técnico superior de saude.
Contribuiu para a consolidagio de conhecimentos que irao facilitar e melhorar o

funcionamento, qualidade e desempenho laboratorial no futuro.
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ANEXOS



ANEXO I- Corantes e respetivos tempos das trés coloragoes utilizadas no Setor de
Microbiologia, realizadas no equipamento automatico — PolyStainer [2]



Corantes e respetivos tempos das trés coloracdes utilizadas no Setor de Microbiologia, realizadas no

Coloracio de Gram -
Programa 00

Cristal Violeta — | min

Agua corrente - 1,5 min

lodina — | min

Agua corrente - | min
Descorante — | min
Agua corrente - | min
Safranina — | min
Agua corrente - | min
Secagem - 1,5 min

Min- minutos; Seg- segundos

Coloracio Ziehl-Neelsen

Modificada (Kinyoun) -
Programa 01

Fucsina — 4 min

Agua corrente — 30 seg
Descorante ZN — 5 seg
Agua corrente — 30 seg
Azul de Metileno — 30 seg
Agua corrente — 30 seg

Secagem — 3 min

equipamento automatico — PolyStainer [2]

Coloracio por Auramina -
Programa 02

Auramina — 15 min
Agua corrente — 40 seg
Descorante ZN — 40 seg
Agua corrente — 30 seg
Fuscsina — 2 min

Agua corrente — 30 seg

Secagem — 3 min



ANEXO II- Composicao dos meios de cultura BD BACTEC Aerdbio Plus/F e Anaerdbio
Plus/F, utilizados num procedimento qualitativo para a cultura aerobia e anaerdbia e
isolamento de microrganismos (Bactérias e Leveduras) no sangue. [6]



Composicdo dos meios de cultura BD BACTEC Aerdbio Plus/F e Anaerébio Plus/F, utilizados num
procedimento qualitativo para a cultura aerdbia e anaerdbia e isolamento de microrganismos (Bactérias e
Leveduras) no sangue. [6]
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NUMERO: 19/2014

DATA: 19/12/2014

ATUALIZACAO: 24/03/2015

ASSUNTO: Diagndstico da Infecdo por Clostridium difficile nos Hospitais, Unidades de
Internamento de Cuidados Continuados Integrados e na Comunidade

PALAVRAS-CHAVE: Clostridium difficile, diagnédstico

PARA: Hospitais e outras Unidades de Saude

CONTACTOS: Departamento da Qualidade na Saude (dgs@dgs.pt)

Nos termos da alinea a) do n° 2 do artigo 2° do Decreto Regulamentar n® 14/2012, de 26 de Janeiro, a
Direcdo-Geral da Saude, por proposta conjunta do Departamento da Qualidade na Saude, do Programa

de Preve

ncao e Controlo de Infe¢Bes e de Resisténcia aos Antimicrobianas e da Ordem dos Médicos,

emite a seguinte:

NORMA

1. Nos doentes internados, a requisi¢ao de estudo microbiolégico de fezes para diagnoéstico de infegao
por Clostridium difficile deve ser efetuada nos doentes com diarreia, internados ha mais de 72h, e nos
doentes admitidos com diarreia, que ndo pode ser atribuida de forma clara a uma patologia

subjacente (ex: colite inflamatéria) ou a uma terapéutica (alimentacdo entérica, laxantes

1-4
)()

(Categoria IB).

2. Na comunidade, a requisi¢do de estudo microbioldgico de fezes para diagnéstico de infecdo por

Clostridium difficile deve ser efetuada em todos os doentes com diarreia, com idade igual ou superior
a 65 anos "' (Categoria IB).

3. Apesq

(1-6)

uisa de Clostridium difficile deve ser efetuada apenas em amostras diarreicas ' ™’ (Categoria IB):

a) Ndo devem ser requisitados testes em utentes assintomaticos;

b) A colheita de fezes para exame microbiolégico para diagnéstico de infecao por Clostridium
difficile deve ser efetuada, precocemente, ap6s o inicio da diarreia;

c) Na impossibilidade de envio imediato ao laboratério de referéncia, as amostras diarreicas
sdo conservadas entre 2 a 8°C “® até 3 altura da sua entrega que nio deve ultrapassar as
24h/48H;

d) No laboratério a amostra deve ser refrigerada caso ndo possa ser processada dentro de
duas horas ap6s a rececdo;

e) As outras causas de diarreia devem ser excluidas antes de se fazer o diagndstico de infecao
por Clostridium difficile (Grau de Recomendacao ll);

f) Nao devendo os testes ser repetidos por rotina, se o primeiro resultado for negativo e existe
uma forte suspeita clinica, deve ser efetuada nova colheita 24 horas depois;
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g) Nos doentes, com identificacdo prévia de toxina positiva para Clostridium difficile, s6 devem
repetir-se os testes se houver suspeita de recidiva e tiverem sido excluidas outras possiveis
causas para a diarreia (Categoria IB).

4, Selecdo de testes laboratoriais:

a) Nenhum dos testes disponiveis deve ser usado isoladamente para o diagnéstico de infecdo
por Clostridium difficile “®® (Categoria IA);

b) O teste para pesquisa das toxinas é clinicamente importante porque permite obter

resultados rapidamente, mas o seu valor é limitado pela sua reduzida sensibilidade. A
pesquisa de toxinas ndo deve ser usada como Gnico método para diagnéstico da infecdo “®
% (Categoria IB);

c) Devem ser efetuados pelo menos dois testes conforme proposto pela European Society of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases  (Categoria IB) (Anexo I).

5. Qualquer excecdo a Norma é fundamentada clinicamente, com registo no processo clinico.
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6. O algoritmo clinico

Diagnéstico da infecao por Clostridium difficile

Amostra de fezes diarreicas
(moldam-se as paredes do
recipiente)

Testeinicial de rastreio

GDH ou PCR gene Toxina B *
NEGATIVO- Resposta sai POSITIVO- fazer o teste de
como negativa confirmagao (na mesma
NEGATIVO- POSITIVO - Resposta sai
resultado equivoco, como: Clostridium difficile
repetir colheita produtora de toxina

* Existem atualmente no mercado testes combinados que permitem fazer o rastreio e a confirmagdo ao
mesmo tempo.
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7. O instrumento de auditoria clinica

NORMA |
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Instrumento de Auditoria Clinica

Norma “Diagnéstico da infe¢do por Clostridium difficile nos Hospitais, Unidades de Internamento de Cuidados
Continuados Integrados e na Comunidade”

Unidade:

Data:_ / / Equipa auditora:

1: Unidades de internamento

Critérios

Sim

N/A

EVIDENCIA/FONTE

Existe evidéncia de que no internamento, a requisi¢cdo de estudo
microbiolégico de fezes para diagndstico de infe¢do por Clostridium
difficile é efetuada no doente com diarreia, internado ha mais de
72h, e no doente admitido com diarreia, que ndo pode ser
atribuida de forma clara a uma patologia subjacente (ex: colite
inflamatdria) ou a uma terapéutica (alimentacdo entérica, laxantes)

Sub-total

0

iNDICE CONFORMIDADE

%

2: Comunidade

Critérios

Sim

N/A

EVIDENCIA/FONTE

Existe evidéncia de que na comunidade a requisicdo de estudo
microbioldgico de fezes para diagndstico de infe¢do por Clostridium
difficile é efetuada no doente com diarreia, com idade igual ou
superior a 65 anos

Sub-total

0

iNDICE CONFORMIDADE

%

3: Pesquisa de Clostridium difficile

Critérios

Sim

Nao

N/A

EVIDENCIA/FONTE

Existe evidéncia de que a pesquisa de Clostridium difficile é
efetuada apenas em amostras diarreicas

Existe evidéncia de que ndo sdo requisitados testes em utentes
assintomaticos

Existe evidéncia de que a colheita de fezes para exame
microbioldgico para diagnostico de infecdo por Clostridium difficile é
efetuada, precocemente, apds o inicio da diarreia

Existe evidéncia de que outras causas de diarreia sdo excluidas da
pesquisa, antes de se fazer o diagndstico de infe¢do por Clostridium
difficile

Existe evidéncia de que se o primeiro resultado for negativo e
existe uma forte suspeita clinica, é efetuada nova amostra 24 horas
depois

Existe evidéncia de que no doente, com identificacdo prévia de
toxina positiva para Clostridium difficile, s6 sdo repetidos os testes
se houver suspeita de recidiva e tiverem sido excluidas outras
possiveis causas para a diarreia

Sub-total

0

iNDICE CONFORMIDADE

%

3: Selecdo de Testes Laboratoriai

Critérios

Sim

N/A

EVIDENCIA/FONTE

Existe evidéncia de que nenhum dos testes disponiveis é usado
isoladamente para o diagndstico de infe¢do por Clostridium difficile

Existe evidéncia de que a pesquisa de toxinas ndo é usada como
Unico método para diagndéstico da infe¢do

Existe evidéncia de que sdo efetuados pelo menos dois testes
conforme proposto pela European Society of Clinical Microbiology
and Infectious Diseases

Sub-total

iNDICE CONFORMIDADE

%
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o ~ ~ T ld SIM
Avaliacio de cada padrao: x = — o deTespostds

x 100=(IQ) de .....%

Total de respostas aplicaveis

8. A presente Norma, atualizada com os contributos cientificos recebidos durante a discussdo publica,
revoga a versdo atualizada de 19/12/2014 e sera atualizada sempre que a evolu¢ao da evidéncia
cientifica assim o determine.

9. O texto de apoio seguinte orienta e fundamenta a implementacdo da presente Norma.

e Lol

Francisco George

Diretor-Geral da Saude
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TEXTO DE APOIO

Conceito, defini¢bes e orientagdes

A. Na presente Norma foram utilizadas as categorias do CDC (Centers for Diseases Control and
Prevention)/HICPAC (Healthcare Infection Control Practices Advisory Commitee) indicativas da forca e
qualidade da evidéncia da recomendacdo:

1) Categoria IA: fortemente recomendado para implementa¢do e de grande evidéncia baseada

em estudos experimentais bem conduzidos, clinicos, ou estudos epidemiologicos;

2) Categoria IB: fortemente recomendado para implementacdo, baseada na racionalidade e
evidéncia sugestiva de alguns estudos experimentais, clinicos, ou estudos epidemiologicos;

3) Categoria IC: recomendacgao sugerida por normas ou recomendac¢des de outras federacdes e
associacOes;

4) Categoria Il: recomendac¢do sugerida para implementa¢do baseada na clinica sugestiva ou
estudos epidemioldgicos, ou uma forte fundamentacgao tedrica.

B. Esta norma tem como objetivo promover um diagnostico laboratorial mais efetivo e consistente a

nivel nacional a fim de permitir um diagnédstico rapido permitindo a iniciacdo precoce da terapéutica

e a adocdo de medidas de prevencado da transmissao cruzada.

C. Colheita, transporte e conservag¢do das amostras de fezes

(4-6).

1) As fezes dos utentes com diarreia devem ser colhidas o mais depressa possivel a fim de

permitir uma melhor gestdo dos recursos de isolamento. Assim, ndo se recomenda aguardar

por trés episdédios de diarreia antes do pedido de analise porque ira atrasar a confirmacdo da
presenca de infecdo por Clostridium difficile:

a)

b)

d)

Usar técnica asséptica na colheita (para seguranca do profissional);

Utilizar um contentor limpo e seco que fique bem selado (para impedir fugas) e colocar o
mesmo num saco de plastico para transporte;

No caso do utente acamado, a amostra pode ser colhida para uma arrastadeira limpa e
seca e depois transferida para o contentor. A amostra serd inapropriada se estiver
contaminada com sabao, detergente ou desinfetantes;

Sempre que possivel, colher a amostra antes da administracao de antibidticos;

e) A amostra deve ter um volume minimo de 1-2ml;

f)

Nao devem ser colhidas amostras de fezes moldadas. Nas situacdes de infecdo por
Clostridium  difficile “silenciosa” tais como ileus, megacolon téxico ou colite
pseudomembranosa sem diarreia, serd necessario recorrer a outros procedimentos
diagnosticos tais como colonoscopia, podendo ser necessario referenciacdo para a
Gastroenterologia. Muito ocasionalmente, é possivel que um utente com ileus tenha
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fezes moldadas que devem ser testadas para a pesquisa de toxina de C. difficile, no
entanto o laboratério deve ser avisado desta situagao.

2) A amostra deve ser transportada e processada com a maior brevidade possivel. Sendo a toxina
muito instavel, degradando-se a temperatura ambiente, o envio tardio podera dar origem a falsos
negativos. Caso se preveja atraso no transporte, a amostra deve ser refrigerada © ® (2-8°C);

3) No laboratério a amostra deve ser refrigerada caso ndo possa ser processada dentro de duas

horas apds a rececdo 9,

4) Nas situacGes de surto e nas formas graves da doenca (ileus, colite pseudomembranosa,
megacolon) as amostras de fezes devem ser conservadas a -20°C durante 3 meses a fim de
possibilitar estudos epidemioldgicos mais especificos. Para estudos epidemiolégicos em situacdes
de surto devem ser enviadas amostras de fezes de pelo menos dez utentes © ©,

D. Os métodos para o diagnostico laboratorial de infecdo por Clostridium difficile podem ser de 3 tipos:
detecdo de glutamato-desidrogenase;detecdo de toxinas do Clostridium difficile e produtos

bacterianos (toxinas, glutamato desidrogenase);detecdo de genes e cultura do microrganismo “*?

1) Detecdo de produtos bacterianos:

a) Testes de detecdo de antigénios: a pesquisa de GDH tem um elevado valor preditivo
negativo pelo que é um bom teste de rastreio;

b) Testes de pesquisa de toxinas: largamente utilizados até ha pouco tempo como método
unico, sdo muito especificos mas tém uma baixa sensibilidade, pelo que devem integrar
os EIA para toxinas A, B ou A e B. Sdo rapidos, de execucdo relativamente facil ndo tendo
todavia a mesma sensibilidade que os restantes métodos;

c) Teste de citotoxicidade deteta apenas a toxina B. Trata-se de um método complexo, caro
e demorado. Considerado o método padrdo, mostrou ser menos sensivel que o PCR ou a
cultura toxigénica.

2) Testes moleculares de amplificacdo de acidos nucleicos (NAATs): O PCR em tempo real é um teste
rapido, sensivel e especifico e podera vir a ser utilizado como teste inicial ou de confirmacao.
Existem outros métodos (LAMP - amplificacdo térmica) ainda ndo comercializados em Portugal.
Podem identificar genes das toxinas, gene do GDH ou o 16S RNA. No nosso pais é utilizado o teste
gue pesquisa genes de toxinas. Nos EUA, na atualidade, surgem propostas de se fazer o PCR como
método Unico, argumentando com a rapidez. Contudo, este método ndo identifica a produgdo
ativa de toxina e, por outro lado, ndo esta disponivel em muitos dos laboratorios do pais;

3) Exame cultural de fezes: apesar de ndo ser pratico pelos recursos exigiveis e pela demora na
obtencdo de resultados, a sensibilidade e especificidade do exame bacteriolégico convencional e
comprovacdo por isolamento de estirpe toxigénica de C. difficile (cultura toxigénica), permite a sua
utilizacdo como padrdo para comparacdo de resultados com outros testes. A cultura de fezes
confirma a presenca de Clostridium difficile mas como avalia a producao de toxina in vitro, nao
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garante tratar-se de uma estirpe que esteja a produzir toxina in vivo. E contudo essencial para
estudos epidemiolégicos, como por exemplo, em situa¢des de surto;

4) O diagnostico precoce é essencial para prevencao e controlo da infe¢cdo nas unidades de cuidados
de saude. Em situa¢des de suspeita de infe¢do por Clostridium difficile, o inicio de medidas de
prevenc¢do e controlo da transmissao cruzada desta infe¢do e de tratamento dirigido ndo devem
ser adiados até conhecimento do resultado dos testes laboratoriais. A sele¢cdo dos testes deve ter
em conta o tempo de resposta. E importante que o teste esteja disponivel durante as 24 horas do
dia e durante o fim de semana.

Fundamentacao

A. A incidéncia e a severidade da Infecao por Clostridium difficile tém vindo a aumentar nos ultimos

anos. O diagndstico é baseado numa combinacdo de sinais e sintomas e confirmado pela evidéncia

laboratorial da presenca duma estirpe produtora de toxinas .

. As grandes diferencas nas taxas de infecao reportadas nos diversos paises europeus tém sido
atribuidas a diferencas no grau de suspeicao e consequente frequéncia de requisicdo de exames
laboratoriais confirmatérios, variabilidade na capacidade laboratorial para selecdo dos métodos mais
adequados, a disponibilidades dos testes nos periodos noturnos e ao fim de semana e a

consequente rapidez de resposta “®?,

. No recente inquérito realizado pelo PPCIRA junto dos laboratérios hospitalares, verifica-se que em
cerca de metade dos hospitais, a pesquisa para Clostridium difficile é efetuada apenas quando
solicitada pelo médico assistente. Por outro lado, um numero apreciavel de laboratérios utiliza
apenas um teste diagndstico e, em muitos deles, o teste ndo esta disponivel no periodo noturno e no
fim de semana (dados nao publicados). Um diagnéstico rapido e rigoroso é essencial.

. A selecdo dos métodos laboratoriais tem repercussdo na decisdo clinica de tratamento, na utilizacdo
dos recursos laboratoriais, nas praticas de controlo de infecdo e na vigilancia epidemiolégica da
infecdo (calculo das taxas) .

Avaliacao

A. A avaliacdo da implementa¢do da presente Norma é continua, executada a nivel local, regional e

nacional, através de processos de auditoria interna e externa.

B. A parametriza¢ao dos sistemas de informacdo para a monitorizagao e avaliacao da implementacao e

impacte da presente Norma é da responsabilidade das administracdes regionais de saude e dos
dirigentes maximos das unidades prestadoras de cuidados de salde.

C. A efetividade da implementacdo da presente Norma nos cuidados de sadde primarios, nos cuidados

hospitalares e nas unidades de internamento de cuidados continuados integrados e a emissao de
diretivas e instru¢bes para o seu cumprimento é da responsabilidade dos conselhos clinicos dos
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agrupamentos de centros de saude, das dire¢des clinicas dos hospitais e dos diretores das unidades
de internamento de cuidados continuados integrados.

D. A implementacdo da presente Norma pode ser monitorizada e avaliada através dos seguintes
indicadores:

1) N.° de testes requisitados para diagndstico de infec¢do por C. difficile no total de coproculturas
requisitadas em amostras diarreicas;

2) N.° de testes requisitados para diagndstico de infec¢ao por C. difficile em fezes ndo diarreicas
no total de testes requisitados;

3) N.° de testes positivos por mil dias de internamento.

Comité Cientifico

A. A proposta da presente Norma foi elaborada no ambito do Departamento da Qualidade na Saude da
Direcdo-Geral da Saude, do Programa de Prevencdo e Controlo de Infe¢des e de Resisténcia aos
Antimicrobianos e do Conselho para Auditoria e Qualidade da Ordem dos Médicos, através dos seus
Colégios de Especialidade, ao abrigo do protocolo existente entre a Dire¢do-Geral da Saude e a
Ordem dos Médicos.

B. A elaboracdo da proposta da presente Norma foi efetuada por Elaine Pina, Anténio Sousa Uva
(coordenacao cientifica), Goreti Silva, Luis Marques Lito e Ménica Oleastro.

C. Todos os peritos envolvidos na elaboragdo da presente Norma cumpriram o determinado pelo
Decreto-Lei n.° 14/2014 de 22 de janeiro, no que se refere a declaracdo de inexisténcia de
incompatibilidades.

D. A avaliagao cientifica do conteddo final da presente Norma foi efetuada no ambito do Departamento
da Qualidade na Saude.

Coordenacao Executiva

Na elaboracdo da presente Norma a coordenacdo executiva foi assegurada por Cristina Martins
d’Arrabida, do Departamento da Qualidade na Saude da Direcao-Geral da Saude.

Comissdo Cientifica para as Boas Praticas Clinicas

Pelo Despacho n.° 7584/2012, do Secretario de Estado Adjunto do Ministro da Saude, de 23 de maio,
publicado no Diario da Republica, 2.7 série, n.° 107, de 1 de junho de 2012, a Comissao Cientifica para as
Boas Praticas Clinicas tem como missdo a validacdo cientifica do conteldo das Normas Clinicas emitidas
pela Direcdo-Geral da Saude. Nesta Comissdo, a representacdo do Departamento da Qualidade na
Saude é assegurada por Henrique Luz Rodrigues.
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Siglas/Acrénimos

Siglas/Acréonimos Designacao

EIA Teste imunoenzimatico

GDH Glutamato desidrogenase

LAMP NAAT com amplificacdo isotérmica

NAAT Amplificacdo de Acidos Nucleicos

PCR Reacdo em cadeia da polimerase

PPCIRA Programa de prevencdo e controlo das infeccdes e resisténcias aos

antimicrobianos
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ANEXOS

Anexo | - Comparacao dos diferentes testes laboratoriais para diagnoéstico de ICD

Teste Vantagens Desvantagens

Teste Imunoenzimatico Barato Baixa sensibilidade

para toxinas Rapido Alta/moderada especificidade
Glutamato Barato Baixa especificidade
desidrogenase Rapido Requer teste adicional para

Boa sensibilidade detecao de toxina livre

Bom Valor Preditivo
Negativo

Cultura toxigénica Excelente sensibilidade Requer teste adicional para

(citotdxica) anaerdébica Boa especificidade detecdo de toxina livre

Resultado demora 3/4 dias

Requer  capacidade para
estudo de anaerobios

Amplificacdo de Acidos Rapido Caro

Nucleicos (PCR) Excelente sensibilidade Requer teste adicional para

Excelente especificidade detegdo de toxina livre

Rapido
Citotoxicidade celular Boa sensibilidade Resultado demora 2 dias
Requer  capacidade  para
cultura de tecidos
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NUMERO: 018/2014

DATA: 09/12/2014

ATUALIZACAO: 27/04/2015

ASSUNTO: Prevencdo e Controlo de Coloniza¢do e Infecdo por Staphylococcus aureus

Resistente a Meticilina (MRSA) nos Hospitais e Unidades de Internamento de
Cuidados Continuados Integrados

PALAVRAS-CHAVE: MRSA, Staphylococcus aureus, descontaminacdo, prevengao
PARA: ARS, Unidades de Saude e Profissionais de Saude do Sistema de Saude
CONTACTOS: Departamento da Qualidade na Saude (dgs@dgs.pt) e Programa de Prevencdo

e Controlo de Infe¢Bes e de Resisténcias aos Antimicrobianos (ppcira@dgs.pt)

Nos termos da alinea a) do n° 2 do artigo 2° do Decreto Regulamentar n° 14/2012, de 26 de janeiro, a
Direcdo-Geral da Saude, por proposta conjunta do Departamento da Qualidade na Saude, do Programa

de Prevenc¢do e Controlo de Infe¢Bes e Resisténcias aos Antimicrobianos e da Ordem dos Médicos, a

Direcdo-Geral da Saude emite a Norma seguinte:

NORMA

1. Todos os doentes, com mais de dois meses de idade corrigida, internados em unidades de cuidados

intensivos e em unidades de hematologia por um tempo previsivel superior a 48 horas devem ser
submetidos a higiene corporal (incluindo o couro cabeludo e excetuando a face) com gluconato de

clorohexidina a 2% em toalhetes, pelo menos, nos primeiros 5 dias apés admisséo (Categoria IB)".

. Todos os doentes internados em unidades de cuidados intensivos e com tubo ou canula
endotraqueal devem ser submetidos a higiene oral, pelo menos trés vezes por dia com gluconato de

clorohexidina a 0,2%, durante o internamento (Categoria IA) ®.

. Todos os doentes que vado ser submetidos a cirurgias eletivas, em qualquer hospital, devem ser

submetidos a:

a) Pelo menos, dois banhos prévios a intervengao cirdrgica, com gluconato de clorohexidina >
a 2%, um na véspera da cirurgia e outro no dia da cirurgia (com, pelo menos, duas horas de

antecedéncia) (Categoria 1B) *%;

b) Na cirurgia do ambulatoério, deve ser fornecido ao doente, na consulta prévia, esponja
impregnada de gluconato de clorohexidrina > a 2% para a realizacdo de higiene pré-

operatdria em casa.
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4. Deve ser realizada a pesquisa ativa (rastreio) de portadores de MRSA, em todos os servicos/unidades
de internamento de hospitais e unidades de internamento de cuidados continuados integrados, aos

doentes com risco acrescido de colonizacdo ou infecdo por MRSA, nomeadamente (Categoria 1) ®®:

a) Todos os doentes transferidos de outras unidades hospitalares com internamento nessa

unidade de saude superior a 48 horas; e

b) Todos os que verifiguem um ou mais destes critérios: uso de antibiticos nos seis meses
anteriores, internamento nos seis meses anteriores, hemodialise, internamento em
unidades de cuidados continuados ou lar/residéncia de idosos, presenca de dispositivos

invasivos, presenca de feridas crénicas e coloniza¢do prévia por MRSA.
5. O rastreio de portadores de MRSA:

a) Deve ser realizado na admissao, através de zaragatoa nasal e amostra de ferida cutanea (se

existir);

b) Doente deve permanecer em situa¢do de isolamento de contacto até conhecimento do

resultado da pesquisa.

6. No caso de isolamento de MRSA, a descolonizagdo dos doentes deve ser efetuada com mupirocina a
2% pomada nasal (trés aplicacdes didrias em ambas as narinas) associada a banho antisséptico como

descrito no ponto 1 da presente Norma, durante, pelo menos 5 dias (Categoria II):

a) Uma vez efetuada a descoloniza¢do, deve monitorizar-se a sua eficacia, com realiza¢do de
trés rastreios de follow-up: o primeiro 48 horas apds terminar o tratamento e 0s restantes

com intervalos semanais;

b) Se a primeira descoloniza¢do falhar, deve repetir-se o procedimento, nunca se efetuando

mais que dois cursos de descolonizagao.

7. Todos os doentes infetados ou colonizados por MRSA ou suspeitos de ter infe¢do ou colonizagao por
este agente, de acordo com os critérios estipulados no ponto 4 desta Norma, devem estar em regime
de “isolamento/precaucdes de contacto” (Categoria IA) ©® ; os doentes infetados ou colonizados por
MRSA devem ser colocados em regime de coorte especifico de doentes (Categoria IB);, estas

circunstancias devem estar claramente assinaladas no processo clinico.
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8. Na prestacdo de cuidados de doentes infetados ou colonizados por MRSA ou suspeitos de ter infecdo

ou colonizacdo por este agente, os profissionais de saude devem:

a) Adotar precaugdes de contacto (luvas e avental de uso Unico), incluindo mascara cirdrgica se
risco de salpico de secrecdes ou fluidos, aspiracdo de secrecdes ou terapia respiratoria

(Categoria 1B) ©;

b) Manter a adog¢do de precau¢des de contacto, pelo menos, até clara evidéncia de erradicagao
(trés rastreios negativos ap6s descolonizacdo conforme 6.a), idealmente, até a saida/alta do

utente ou até documentagdo de inexisténcia do agente.

9. Todo o material usado na higiene ou nos procedimentos de diagndstico ou tratamento dos doentes
infetados ou colonizados por MRSA ou suspeitos de ter infecdo ou colonizacdo por este agente, de

acordo com os critérios estipulados no ponto 4 desta Norma, deve ser individualizado.

10. Os doentes infetados ou colonizados por MRSA ou suspeitos de ter infecdo ou colonizacdo por este
agente, de acordo com os critérios estipulados no ponto 4 desta Norma, sempre que for possivel,

devem ser internados em quarto, idealmente com sanitarios independentes (Categoria IB) .

11. A deslocacdo entre servicos/unidades de internamento ou para a realizacgdo de exames
complementares de diagndstico dos doentes colonizados/infetados por MRSA e dos doentes com

suspeita de coloniza¢do/infe¢do por MRSA:

a) Deve ser programada de modo a reduzir os periodos de espera e deve ser assegurado, sem
embargo da necessaria consideracdo de outros critérios, que estes doentes sejam o0s

ultimos a serem deslocados e a realizar exames;

b) Antes da deslocagdo, a roupa do doente e da cama deve ser mudada, para reduzir o risco de
contaminacdo e, se possivel, os doentes com infe¢do respiratéria devem usar mascara

cirtrgica (Categoria I1) .,

12.0 acompanhante e as visitas dos doentes colonizados ou infetados por MRSA e dos doentes com
suspeita de colonizacao/infecdo por MRSA devem usar medidas de prote¢dao de contacto e a equipa
assistencial (médico e/ou enfermeiro) deve-lhes fornecer educacdo para a saude sobre medidas de

contencdo na fonte, ao acompanhante e visitas do doente, nomeadamente:

a) Higiene das maos antes e depois de contactar com o doente; e
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Eviccdo do contacto com outros doentes do servico/unidade de internamento (Categoria IC) ©.

13.Todos os colaboradores de limpeza e assistentes operacionais devem receber formacdo em servico,

com caracter obrigatério, sobre boas praticas em limpeza ambiental das superficies da unidade do

doente.

14.Devem

ser, igualmente, cumpridas as seguintes atitudes ja contidas em normas previamente

publicadas pela Direcao-Geral da Saude ou em Despacho do Diario da Republica:

a)

b)

9

e)

Precaucdes basicas de controlo de infec¢do, incluindo, a higiene das maos, de acordo com a
Norma n° 029/2012, atualizada a 14/10/2013 (Categoria IA) '? e adesdo institucional a

Campanha Nacional de Precau¢des Basicas de Controlo de Infecao;
Limpeza ambiental das superficies da unidade do doente:

i. Boas praticas em limpeza ambiental das superficies da unidade do doente, sobretudo
as de maior contacto manual (e.g., barras da cama, maganetas, interruptores,

campainhas) (Categoria IB);

ii. Deve ser efetuada monitorizacdo da eficacia da limpeza ambiental das superficies da

unidade do doente, por bioluminescéncia.

Boas praticas em procedimentos de impacte elevado (Categoria IA), tais como algaliacdo e
outros procedimentos nas vias urindrias, colocacdo e manuseio de dispositivos
intravasculares, procedimentos nas vias aéreas inferiores e, em particular, em doentes
submetidos a ventilagdo mecanica invasiva e intervencdes cirurgicas (Orientacdes da OMS

para a Cirurgia Segura 2009. Cirurgia Segura Salva Vidas)®;

Composicdo e caracteristicas estruturais dos Grupos Coordenadores Locais do Programa de
Prevencdo e Controlo de Infecdo e de Resisténcias aos Antimicrobianos (GCL-PPCIRA), de
acordo com o Despacho n.° 15423/2013 D.R. n.° 229, Série Il, de 26 de novembro, que
configura aproximag¢do a média europeia do numero médio de médicos e enfermeiros da
area de controlo de infe¢do e das resisténcias aos antimicrobianos, com horario completo,

por hospital;

Notificagdo, no prazo maximo de 48 horas, pelo laboratério de microbiologia, ao GCL-
PPCIRA e aos clinicos assistentes de todos os novos casos de coloniza¢do ou infecdo por

MRSA (Categoria IC);

Norma n° 018/2014 de 09/12/2014 atualizada a 27/04/2015 4/24

Alameda D. Afonso Henriques, 45 | 1049-005 Lisboa - Portugal | Tel: +351 21 843 05 00 | Fax: +351 21 843 05 30 | E-mail: geral@dgs.pt | www.dgs.pt



NORMA |

da Direcdo-Geral da Saude

desde
1899

Direcao-Geral da Saude

f) Implementacdo e pratica de programas de apoio a prescricdo de antimicrobianos
(antimicrobial stewardship), com o objetivo de anular o uso desnecessario ou inadequado de

antimicrobianos (Categoria IB) '";

g) Adesao ao registo obrigatério de infe¢cbes nosocomiais da corrente sanguinea, na
plataforma INCS, nomeadamente das causadas por Staphylococcus aureus, e aos restantes
sistemas de vigilancia epidemiolégica de infe¢des e de resisténcias aos antimicrobianos
definidos como obrigatérios pelo Despacho 15423/2013 D.R. n.° 229, Série I, de 26 de

novembro (Categoria IC) '";

h) Informacdo entre servi¢os, ou entre instituicdes no caso de saida/alta ou transferéncia,
sempre que doentes colonizados ou infetados por MRSA ou suspeitos de
colonizagao/infecdo por MRSA sao transferidos, incluindo notificacdo entre clinicos e ao
Grupo de Coordenagao Local do Programa de Prevencdo e Controlo de Infecdo e de
Resisténcias aos Antimicrobianos; devendo, também, ser fornecida informacdo sobre se foi
realizado ou nao rastreio de colonizacdo por MRSA e se foi ou nao realizada descolonizacdo

e com que resultado;

i) Obtencdo e analise local de indicadores relacionados com coloniza¢do e com infe¢do por

MRSA, nomeadamente os citados no capitulo “Avaliacdo” da presente Norma;

j) A coloniza¢do por microrganismo multirresistente, nomeadamente por MRSA ndo constitui
indicacdo para nao dar alta hospitalar ao doente, antes de completar a descolonizacdo,
nomeadamente do hospital de cuidados de agudos para a unidade de internamento de

cuidados continuados integrados ou lar/residéncia para idosos;

k) Os doentes infetados com microrganismos multirresistentes em tratamento com
antibiéticos de uso exclusivo hospitalar ndo sao admitidos na Rede Nacional de Cuidados
Continuados Integrados, de acordo com a Circular Informativa n.° 17/DSQ/DSC de
20/09/2007.

15.Qualquer excecdo a presente Norma € fundamentada clinicamente, com registo no processo clinico.
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16.0 algoritmo clinico
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" Assegurar higiene oral ,

A

**% Efetuar os seguintes procedimentos:
1. Descolonizagdo com mupirocina a 2% pomada nasal (3 aplicagdes/dia em ambas as
narinas
2. Adogdo de precaucgGes de contacto nos cuidados (até erradicagdo e idealmente até a
saida/alta do doente) incluindo mascara cirdrgica (se risco de salpicos ou fluidas, <
aspiragdo de secrecdes ou terapia respiratéria .
3. Todo o materail usado na higiene do doente ou nos procedimentos de diagndstico e/
ou tratamento deve ser individualizado
4. Na deslocacdo entre unidades de internamento ou para realizagdo de exames
complementares de diagndstico, programar de modo a reduzir o tempo de espera e
sempre que possivel ser o Ultimo doente a ser deslocado ou a realizar o exame
5. Antes da deslocagdo, mudar a roupa do doente e o doente com infecdo respiratéria
deve usar mascara cirdrgica
6. Educacdo para a salude (contengdo na fonte - higiene das maos) do acompanhante e
das visitas do doente - devem usar medidas de protegdo de contacto

<~ pelo menos 3 x dia com \‘) I o
N gluconato de J ~—— -
\ﬂorohemdrlna a 0.2%" ~—

Monitorizar a eficacia apds
descolonizagdo, com realizagdo, com
realizagdo de 3 rastreios de follow-up (o

_1° as 48 h apés términus do tratamento

p
“._e 0 2°e 3° com intervalo semanal e
. e ;
. d
~ o

—

contacto e em coorte de

’ . doentes e descolonizacao,
~gom registo no process:
. clinico*** 9/

Se 1° descolonizagdo
\ falha, repetir mais uma

Manter isolamento de *

o

vez P

///
o
o

etirar doente d
isolamento de
-~ contacto

* Doente de elevado risco - transferido de outras unidades
hospitalares com internamento nessa unidade de sadde
superior a 48 horas ou com: uso de antibiético nos seis
meses anteriores ou internamento nos seis meses
anteriores ou em hemodidlise ou internamento em
unidades de cuidados continuados ou lar/residéncia de
idosos ou presenga de dispositivos invasivos ou ferida
crénica ou colonizacdo prévia por MRSA

**Pesquisa ativa de portador de MRSA, através de
zaragatoa nasal e amostra de ferida cutanea se existir
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17.0 instrumento de auditoria

Instrumento de Auditoria Clinica
Norma " Prevengéo e Controlo de Colonizagao e Infe¢do por Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (MRSA)
nos Hospitais e Unidades de Internamento de Cuidados Continuados”
Unidade:
Data: __ / / Equipa auditora:
1: Doente Internado em Unidade de Cuidados Intensivos ou Unidade de Hematologia

Ay . = EVIDENCIA/
Critérios Sim Nao N/A FONTE
Existe evidéncia de que o doente com mais de dois meses de idade
corrigida internado por um tempo previsivel superior a 48 horas, é
submetido a higiene corporal (incluindo o couro cabeludo e excetuando a
face) com gluconato de clorohexidina a 2% em toalhetes, pelo menos, nos
primeiros 5 dias ap6s admissao
Sub-total 0 0 0
iNDICE CONFORMIDADE %

2: Doente Internado em Unidade de Cuidados Intensivos

] . ~ EVIDENCIA/
Critérios Sim Né&o N/A FONTE
Existe evidéncia de que o doente com mais de dois meses de idade
corrigida, internado por um tempo previsivel superior a 48 horas, é
submetido a higiene corporal (incluindo o couro cabeludo e excetuando a
face) com gluconato de clorohexidina a 2% em toalhetes, pelo menos, nos
primeiros 5 dias ap6s admissdo
Existe evidéncia de que o doente internado é submetido a higiene oral,
pelo menos, trés vezes por dia com gluconato de clorohexidina a 0,2%,
durante o internamento
Existe evidéncia de que o doente internado com tubo ou canula
endotrqueal é submetido a higiene oral, pelo menos, trés vezes por dia
com gluconato de clorohexidina a 0,2%, durante o internamento
Sub-total 0 0 0
iNDICE CONFORMIDADE %

3: Doente Submetido a Cirurgia Eletiva

2] . ~ EVIDENCIA/
Critérios Sim Né&o N/A FONTE
Existe evidéncia de que o doente que vai ser submetido a cirurgia eletiva,
em qualquer hospital, é submetido a, pelo menos, dois banhos prévios a
intervengdo cirdrgica, com gluconato de clorohexidina = a 2%, um na
véspera da cirurgia e outro no dia da cirurgia (com, pelo menos, duas
horas de antecedéncia)
Sub-total 0 0 0
iNDICE CONFORMIDADE %

4: Doente Submetido a Cirurgia de Ambulatério

Ay . = EVIDENCIA/
Critérios Sim Né&o N/A FONTE
Existe evidéncia de que na cirurgia do ambulatério, é fornecido ao doente,
na consulta prévia, esponja impregnada de gluconato de clorohexidrina >
a 2% para a realizagdo de higiene pré-operatéria em casa
Sub-total 0 0 0
iNDICE CONFORMIDADE %

5: Doentes de Elevado Risco em Hospitais e Unidades de Internamento de Cuidados Continuados Integrados

Ay . = EVIDENCIA/

Critérios Sim Nao N/A FONTE
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Existe evidéncia de que é realizada a pesquisa ativa (rastreio) de
portadores de MRSA, em todos os servigos/unidades de internamento de
hospitais e wunidades de internamento de cuidados continuados
integrados, ao doente com risco acrescido de coloniza¢do ou infe¢do por
MRSA, nomeadamente: a) doente transferido de outra unidade hospitalar
com internamento nessa unidade superior a 48 horas; e b) doente em que
se verifique um ou mais dos seguintes critérios: uso de antibiéticos nos
seis meses anteriores, internamento nos seis meses anteriores,
hemodialise, internamento em unidade de cuidados continuados ou
lar/residéncia de idosos, presenca de dispositivos invasivos, presenga de
feridas cronicas e colonizagao prévia por MRSA

Existe evidéncia de que o rastreio de portador de MRSA é realizado na
admissdo, através de zaragatoa nasal e amostra de ferida cutanea (se
existir)

Existe evidéncia de que o doente submetido ao rastreio de portador de
MRSA permanece em situacdo de isolamento de contacto até
conhecimento do resultado da pesquisa

Existe evidéncia de que no caso de isolamento de MRSA, a descolonizagao
do doente é efetuada com mupirocina a 2% pomada nasal (trés aplicacdes
diarias em ambas as narinas) associada a banho antisséptico como
descrito no ponto 1 da presente Norma, durante, pelo menos 5 dias

Existe evidéncia de que se a primeira descolonizacdo falhar, se repete o
procedimento, nunca se efetuando mais que dois cursos de
descolonizagao

Existe evidéncia de que esta estratégia, de descolonizacdo do doente,
implementada, ndo exclui que o utente possa ter alta antes de a completar

Existe evidéncia de que o doente infetado ou colonizado por MRSA ou
suspeito de ter infecdo ou colonizagdo por este agente, de acordo com os
critérios estipulados no ponto 4 desta Norma, devem estar em regime de
“isolamento/precaugdes de contacto” e em coorte especifico de doentes,
sendo estas situa¢des claramente assinaladas no processo clinico

Existe evidéncia de que na prestacdo de cuidados ao doente infetado ou
colonizado por MRSA ou suspeitos de ter infecdo ou colonizacao por este
agente, o profissional de saude adota precau¢des de contacto (luvas e
avental de uso Unico), incluindo mascara cirurgica se risco de salpico de
secre¢des ou fluidos, aspiracao de secre¢des ou terapia respiratoria

Existe evidéncia de que na prestacdo de cuidados ao doente infetado ou
colonizado por MRSA ou suspeito de ter infecdo ou colonizacao por este
agente, o profissional de saude mantém a adogdo de precaucdes de
contacto, pelo menos, até clara evidéncia de erradicacdo (trés rastreios
negativos apés descolonizacdo, de acordo com critério estabelecido na
alinea a) do ponto 6 desta Norma, idealmente, até a saida/alta do doente
ou até documentagdo de inexisténcia do agente

Existe evidéncia de que todo o material usado na higiene ou nos
procedimentos de diagndstico ou tratamento do doente infetado ou
colonizado por MRSA ou suspeito de ter infe¢do ou coloniza¢do por este
agente, de acordo com os critérios estipulados no ponto 4 desta Norma, é
individualizado

Existe evidéncia de que, sempre que for possivel, o doente infetado ou
colonizado por MRSA ou suspeito de ter infecdo ou coloniza¢do por este
agente, de acordo com os critérios estipulados no ponto 4 desta Norma, é
internado em quarto, idealmente com sanitarios independentes

Existe evidéncia de que na deslocacdo entre servicos/unidades de
internamento ou para a realizacdo de exames complementares de
diagnostico do utentes colonizado/infetado por MRSA e do doente com
suspeita de coloniza¢do/infecdo por MRSA, é programada de modo a
reduzir os periodos de espera e é assegurado, sem embargo da necessaria
consideracdo de outros critérios, que o doente seja o Ultimo a ser
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deslocado e a realizar exames

Existe evidéncia de que antes da deslocacdo entre servicos/unidades de
internamento ou para a realizagdo de exames complementares de
diagnostico do doente colonizado ou infetado por MRSA e do doente com
suspeita de colonizacdo ou infecdo por MRSA, a roupa do doente e da
cama é mudada, para reduzir o risco de contaminagdo e, se possivel, o
doente com infecdo respiratéria usa mascara cirurgica

Sub-total

iNDICE CONFORMIDADE

%

6: Estrutura e Processo

Critérios

Sim

Nao

N/A

EVIDENCIA/
FONTE

Existe evidéncia de que sdo cumpridas as Precaugdes Basicas de Controlo
de Infe¢do, incluindo a higiene das mdos, de acordo com a Norma n°
029/2012, atualizada a 14/10/2013 e adesdo institucional a Campanha
Nacional de Precaug¢des Basicas de Controlo de Infe¢do

Existe evidéncia de que sdo cumpridas boas praticas em limpeza
ambiental das superficies da unidade do utente, sobretudo as de maior
contacto manual (e.g., barras da cama, macanetas, interruptores,
campainhas)

Existe evidéncia de que sdo cumpridas boas praticas em procedimentos de
impacte elevado: algaliacdo e outros procedimentos nas vias urinarias;
colocagcdo e manuseio de dispositivos intravasculares; procedimentos nas
vias aéreas inferiores; e, em particular, em utentes submetidos a
ventilagdo mecanica invasiva e intervengdes cirlrgicas

Existe evidéncia da composi¢do e caracteristicas estruturais do Grupo
Coordenador Local do Programa de Prevencdo e Controlo de Infecdo e de
Resisténcias aos Antimicrobianos (GCL-PPCIRA), de acordo com o
Despacho n.° 15423/2013 D.R. n.° 229, Série Il, de 26 de novembro, que
configura aproximacdo a média europeia do nimero médio de médicos e
enfermeiros da area de controlo de infecdo e das resisténcias aos
antimicrobianos, com horario completo, por hospital

Existe evidéncia de que a notificagdo de todos os novos casos de
colonizagao ou infecdo por MRSA é efetuada, no prazo de 48 horas, pelo
laboratério de microbiologia ao GCL-PPCIRA e aos clinicos assistentes

Existe evidéncia da implementacdo e pratica de programa de apoio a
prescricdo de antimicrobianos (antimicrobial stewardship), com o objetivo
de anular o uso desnecessario ou inadequado de antimicrobianos

Existe evidéncia da Adesdo ao Registo Obrigatério de Infecdes
Nosocomiais da Corrente sanguinea, na plataforma INCS, nomeadamente
das causadas por Staphylococcus aureus, e aos restantes sistemas de
vigilancia epidemiolégica de infe¢des e de resisténcias aos antimicrobianos
definidos como obrigatérios pelo Despacho n.° 15423/2013, D.R. n.° 229,
Série Il, de 26 de novembro

Sub-total

0

iNDICE CONFORMIDADE

%

7: Acompanhante e Visitas do Doente

Critérios

Sim

N/A

EVIDENCIA/
FONTE

Existe evidéncia de que o acompanhante e visita(s) do doente colonizado
ou infetado por MRSA e do doente com suspeita de coloniza¢do ou infecdo
por MRSA usa(m) medida(s) de protecao de contacto

Existe evidéncia de que ao acompanhante e visita(s) do doente colonizado
ou infetado (s) por MRSA e do doente com suspeita de colonizacdo ou
infecdo por MRSA, a equipa assistencial (médico e/ou enfermeiro) efetua
educacdo para a saude sobre medidas de contencdo na fonte,
nomeadamente, sobre: higiene das maos antes e depois de contactar com
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o doente; e eviccao do contacto com outros doentes do servico/unidade
de internamento

Sub-total

0

iNDICE CONFORMIDADE

%

8: Formacgdo em Servigco, com Caracter

Obrigatério

Critérios

Sim

Nao

N/A

EVIDENCIA/
FONTE

Existe evidéncia de que o colaborador de limpeza e o assistente
operacional é detentor de formagdo em servico sobre boas praticas em
limpeza ambiental das superficies da unidade do doente

Sub-total

0

iNDICE CONFORMIDADE

%

9: Monitorizacdo e Avaliacdo

Critérios

Sim

N/A

EVIDENCIA/
FONTE

Existe evidéncia de que ap6s a realiza¢do da descolonizacdo do doente, é
monitorizada a sua eficacia, com realiza¢do de trés rastreios de follow-up,
sendo o primeiro 48 horas ap0ds o términus do tratamento e os restantes
com intervalos semanais

Existe evidéncia de que é efetuada monitorizacdo da eficacia da limpeza
ambiental das superficies da unidade do doente por bioluminescéncia

Existe evidéncia da obtencdo e andlise local de indicadores relacionados
com colonizagdo e com infe¢do por MRSA, nomeadamente, os citados no
capitulo “Avaliacdo” da presente Norma

Sub-total

iNDICE CONFORMIDADE

%

10: Saida/Alta do Doente

Critérios

Sim

N/A

EVIDENCIA/
FONTE

Existe evidéncia da informagdo entre servigos, ou entre unidades de saude,
no caso de saida/alta ou transferéncia, sempre que o doente colonizado
ou /infetado por MRSA ou suspeito de colonizacdo ou infe¢do por MRSA é
transferido, incluindo notificagdo entre clinicos e ao Grupo de
Coordenacgdo Local do Programa de Prevencdo e Controlo de Infecdo e de
Resisténcias aos Antimicrobianos, sendo ainda fornecida informacao
sobre: realizagdo ou ndo de rastreio de colonizagdo por MRSA; realiza¢do
ou ndo de descolonizacdo; e resultado

Existe evidéncia de que a coloniza¢do por microrganismo multirresistente,
nomeadamente por MRSA ndo constitui indicagdo para ndo dar alta
hospitalar ao doente, antes de completar a descolonizacao,
nomeadamente do hospital de cuidados de agudos para a unidade de
internamento de cuidados continuados integrados ou lar/residéncia para
idosos

Existe evidéncia de que o doente infetado com microrganismo
multirresistente em tratamento com antibidticos de uso exclusivo
hospitalar ndo é admitido na Rede Nacional de Unidades de Cuidados
Continuados Integrados, de acordo com a Circular Informativa n.°
17/DSQ/DSC de 20/09/2007

Sub-total

iNDICE CONFORMIDADE

%

Avaliacdo de cada padrao: x = —oaderespostas S 100= (|Q) de

Total de respostas aplicaveis
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18.A presente Norma, atualizada com os contributos cientificos recebidos durante a discussao publica,
revoga a versao de 9/12/2014 e sera atualizada sempre que a evolugao da evidéncia cientifica assim o

determine.
19.0 texto de apoio seguinte orienta e fundamenta a implementacdo da presente Norma

—
_+— _.,.,‘A..-
—dri 9

Francisco George
Diretor-Geral da Saude
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TEXTO DE APOIO

Conceito, defini¢bes e orientagdes

A. Na presente Norma foram utilizadas as categorias do CDC (Centers for Diseases Control and
Prevention)/HICPAC (Healthcare Infection Control Practices Advisory Commitee)'? indicativas da forca e
qualidade da evidéncia da recomendacdo:

1) Categoria IA - Medidas de adocdo fortemente recomendada e fortemente apoiadas por estudos

epidemiolégicos, clinicos e experimentais bem desenhados;

2) Categoria IB - Medidas de adogdo fortemente recomendada, apoiadas por alguns estudos

epidemioldgicos, clinicos e experimentais e por uma forte fundamentacao teérica;
3) Categoria IC - Medidas preconizadas pelas recomendacbes de outras federa¢des e associag¢des;

4) Categoria Il - Medidas de adocdo sugeridas para implementacdo, apoiadas em estudos

epidemiolégicos ou clinicos sugestivos ou numa fundamentagao teodrica;
5) Sem recomendacao - Praticas com insuficiente evidéncia ou sem consenso sobre a sua eficacia.

. As medidas da presente Norma baseiam-se no pressuposto de estratégia horizontal, ndo especificas
de microrganismo, com intervenc¢8es efetivas no controlo de todos os microrganismos patogénicos
transmitidos pelos mesmos mecanismos e com impacto num numero significativo de infe¢des
hospitalares; sdao propostas estratégias verticais apenas para doentes com alto risco de
coloniza¢do/infecdo por MRSA.

. Areas hospitalares como servicos ou unidades de medicina intensiva, unidades ou servicos de
hematologia, unidades ou servicos de neonatologia, queimados, transplante,
traumatologia/ortopedia, cirurgia cardiotoracica, cirurgia vascular e nefrologia (incluindo
hemodialise) sdo locais em que a dissemina¢dao da colonizacdo ou infecdo por MRSA se associa a
complicagbes mais graves, maior probabilidade de infe¢bes invasivas ou maiores dificuldades na
abordagem terapéutica dos doentes . Estes servicos/unidades de internamento devem considerar-
se prioritarios no controlo de MRSA endémico.

. Os principais fatores de risco acrescido para coloniza¢do/infecdo por MRSA sdo o uso de antibioticos
nos seis meses anteriores, internamentos prolongados recentes, internamentos recentes em

unidades de cuidados intensivos, hemodialise, unidades de internamento de cuidados continuados
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ou residéncias/lares de idosos, presenca de dispositivos invasivos e feridas crénicas, colonizagao

prévia por MRSA e proximidade com doentes colonizados ou infetados por MRSA #'2),

E. A pesquisa ativa de portadores de MRSA na admissdo, quando indicada, deve idealmente ser
realizada por biologia molecular, ja que esta metodologia permite a obtencao de resultados mais
rapidos, com reducao de custos em medidas de isolamento de contacto.

F. Os doentes colonizados/infetados por MRSA ndo devem estar préximos de doentes com risco
acrescido de contrair infecdo, como, por exemplo, utentes imunodeprimidos, traqueostomizados,
com cateteres centrais ou feridas ',

G. Face a escassez de quartos individuais em Portugal, deve ser feita uma avaliagdo de risco para isolar
os doentes com maior transmissibilidade (infecBes cutaneas e infe¢des respiratérias com dificuldade

na contencdo das secrecdes).

Fundamentacao

A. Staphylococcus aureus é uma bactéria comensal que coloniza as narinas (reservatério primario),

axilas, faringe, vagina e/ou superficies cutaneas lesadas '®. Estima-se que possa colonizar a pele em

(16, 17)

até 30% dos individuos saudaveis . Esta bactéria apresenta capacidades Unicas de invadir e

provocar doenca em tecidos previamente saudaveis em qualquer local do corpo humano ®. As
infecdes podem surgir quando ocorre uma solu¢do de continuidade na pele ou mucosas, que
permita o acesso da bactéria aos tecidos vizinhos ou & corrente sanguinea '®. Estdo particularmente

em risco: pele e tecidos moles, aparelho respiratério, 0sso, articulacdes e corrente sanguinea '?. O
risco de infecdo aumenta com a presenca de material protésico, incluindo cateteres intravasculares ',

B. As primeiras estirpes de MRSA foram descritas em 1961, pouco tempo apds a introducdo da

By

meticilina, uma penicilina sintética desenvolvida para ultrapassar a resisténcia a penicilina, e os

primeiros surtos de MRSA foram registados no inicio da década de 60 do século passado ***". A

emergéncia de MRSA resultou provavelmente da presséo seletiva do uso de antibidticos .
C. Na atualidade, Staphylococcus aureus permanece uma das principais causas de infe¢Ses da

comunidade e sobretudo associadas a cuidados de sadde ¥

. A emergéncia da resisténcia a
meticilina transformou este agente patogénico ubiquo num desafio terapéutico a escala global.
Atualmente, MRSA é o agente etiolégico mais frequente de infe¢Bes associadas a cuidados de saude

resistentes a antimicrobianos no mundo %2,
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D. Em 2008, na Europa, as infe¢des por MRSA representaram 44% das infe¢des hospitalares, sendo
responsaveis por um acréscimo de 41% de dias de internamento e 21% da mortalidade resultante
das infecdes hospitalares **. Estima-se que as infecdes por MRSA afetem mais de 150.000 doentes,
anualmente, com um acréscimo de custos atribuiveis de 380.000 M€ aos sistemas de saude da Unido
Europeia ®. Por este motivo, a monitorizacdo da epidemiologia e do impacto da infecdo por MRSA
nos paises europeus é crucial, sendo que, as taxas de infecdo da corrente sanguinea por MRSA tém

sido utilizadas como um indicador de qualidade de cuidados ©.

E. Os dados do inquérito europeu de prevaléncia de infecdo de 2011-2012 mostraram que
Staphylococcus aureus foi o agente responsavel por 12,3% das infe¢des adquiridas em cuidados de
saude, sendo o segundo agente mais frequentemente identificado num grupo heterogéneo de

infecdes. A taxa de resisténcia & meticilina calculada foi de 41,2% *°.

F. Os dados do Programa EARS-Net (European Antimicrobial Resistance Surveillance) demonstram que em
muitos paises tem vindo a ocorrer uma diminuicao significativa da incidéncia de infe¢des por MRSA e
da propor¢do de casos de MRSA sobre o nimero total de infe¢Bes por Staphylococcus aureus. Por
exemplo, no Reino Unido, de 2008 a 2011, verificou-se uma reducao da proporcado de MRSA de 31,0%

para 13,6%, o que atesta o impacto e o sucesso das medidas preventivas adotadas, nomeadamente:
1) Declaragdo obrigatéria de todas as bacteriemias por MRSA;
2) Divulgacdo publica e comparacao entre hospitais das taxas de incidéncia de infe¢cdes por MRSA;
3) Promocdo de uma campanha nacional de lavagem das maos;
4) Politicas de utilizagdo racional de antibioticos;

5) Implementacdo de medidas denominadas 'intervencdes de alto impacto" (high impact
interventions) em procedimentos com aumento do risco de infe¢do, por exemplo, cuidados com

cateteres venosos centrais e procedimentos cirtrgicos .

G. De 2008 a 2011, verificam-se valores sempre inferiores a 5% em alguns paises do norte da Europa,
valores sempre superiores a 25% noutros paises (e.g., Grécia, Chipre, Italia, Malta, Roménia) e,

persistentemente, acima dos 50% em Portugal ***%.

H. Nos ultimos anos tém sido realizados em Portugal varios inquéritos de prevaléncia de infecdes
adquiridas no hospital e do uso de antimicrobianos. No inquérito realizado em maio de 2003,

Staphylococcus aureus foi o microrganismo mais frequentemente isolado nas infe¢8es nosocomiais,
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em 18,5% dos casos, com uma taxa de resisténcia a meticilina de 41,1%. Nos inquéritos realizados em
Marco de 2009 e Marco de 2010, Staphylococcus aureus manteve-se 0 microrganismo mais isolado
nas infeces nosocomiais com 158% (71,8% MRSA) e 19,4% (69,2% MRSA) dos isolamentos,

respetivamente %,

I. O ultimo inquérito de Prevaléncia de Infecao Adquirida no Hospital e do Uso de Antimicrobianos nos
Hospitais Portugueses, que decorreu de 23 de Maio a 8 de Junho de 2012, foi integrado no estudo do
European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) e contou com a participagdo obrigatéria dos
hospitais publicos ®”. Staphylococcus aureus foi o microrganismo mais frequente (17,0% do total dos
isolamentos), com uma taxa de resisténcia a meticilina de 80% e tendo sido o agente patogénico
principal nas pneumonias (25,0%), nas infecBes do local cirdrgico (24,8%) e da corrente sanguinea

(18,6%) “®.

J. Na vigilancia das infe¢Bes nosocomiais da corrente sanguinea (INCS) a nivel nacional, a percentagem
de INCS por MRSA sobre o total de INCS por Staphylococcus aureus tem variado, nos ultimos seis anos,

entre 59,7% e 67,3% e a taxa de INCS por MRSA por 1000 dias de internamento entre 0,16 e 0,18.

K. A 13 Maio de 2013, foi isolado no nosso pais o primeiro caso europeu de Staphylococcus aureus

resistente a vancomicina (vancomycin-resistant Staphylococcus aureus ou VRSA) 2.

L. Em Portugal, as taxas de infecdo por Staphylococcus aureus e, em particular, por MRSA, mantém-se
muito elevadas, assumindo um caracter endémico e de preocupacdo crescente perante a

possibilidade da ocorréncia e disseminacdo de mais casos de VRSA.

M. Na situacdo especifica de Portugal em que a colonizacao/infe¢do por Staphylococcus aureus e MRSA

assume caracteristicas endémicas é preciso ter, ainda, em consideracdo que [adaptado de *V]:

1) As unidades de salde estdo expostas a um elevado ndmero de individuos portadores ou

colonizados com baixa perce¢do dos riscos e ameacas desta bactéria;

2) A adesdo as medidas de higiene das maos e precauc¢des de contacto € consistentemente mais

baixa nos hospitais com maior prevaléncia de MRSA;

3) A reducdao do numero de profissionais de saude abaixo dos requisitos minimos é um

importante preditor de ma adesao as medidas de controlo e de aumento das taxas de MRSA.

N. Acresce que se constatou, em estudo realizado entre Maio 2009 e Fevereiro de 2010, que em 26%

dos corrimdos dos autocarros publicos em circulacdo na cidade do Porto a pesquisa de MRSA era
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positiva ®%. De igual modo, um estudo realizado nos autocarros publicos de Lisboa, entre Maio de
2011 e Maio de 2012, revelou a presenca de MRSA em 36,2% de um total de 199 autocarros

analisados ©".

. Nos hospitais com niveis endémicos de colonizagao/infecdo por MRSA esta documentada uma baixa

adesdo as medidas de higiene das m&os “* *?

. Portugal aderiu a estratégia da World Alliance for
Patient Safety da Organizacdo Mundial da Saude, em 2008, com a Campanha Nacional de Higiene das
Maos - "Medidas Simples Salvam Vidas". Em 2010, foram avaliados 78 hospitais e a média nacional da
taxa de adesdo dos profissionais de salde as praticas de higiene das maos foi de 64%, com o valor

©2 E fundamental o aumento do numero de formadores e

mais baixo de 50% nos médicos
observadores/auditores, a par de campanhas de sensibilizacdo e de divulga¢do de resultados a nivel

local e nacional.

. Estd documentada uma relacdo significativa entre o consumo de antimicrobianos e o

desenvolvimento de resisténcias, nomeadamente com o risco de colonizacdo e infecdo por MRSA ©.

. Num estudo multicéntrico recente, envolvendo 7727 doentes internados em UCI ou unidades de
transplante de medula éssea, a higiene diaria corporal dos doentes com toalhetes de gluconato de
clorohexidina a 2%, levou a uma reducdo significativa da aquisicdo de microrganismos

multirresistentes e a uma reducdo de 28% das infecdes da corrente sanguinea .

. A higiene corporal repetida e continuada com gluconato de clorohexidina (e.g., solucdo aquosa a 2%

ou 4%) pode originar irritacdo e/ou reacdes de hipersensibilidade de pele e mucosas ©.

. O dicloridrato de octenidina e fenoxietanol (solu¢do cutanea ou toalhetes) parece ter efetividade
similar a do gluconato de clorohexidina, nos estudos realizados, embora estes tenham caracter nao

controlado e ndo aleatorizado e envolvam muito menor ndmero de doentes &334,

. O rastreio extranasal aumenta a detecdo de colonizacdo por MRSA em cerca de 33% quando
comparado com o rastreio nasal, detetando este 66% dos portadores de MRSA. Amostras de
orofaringe, axilas, feridas e reto aumentam a dete¢do em 21%, 7%, 17% e 20%, respetivamente. A
avaliacdo extranasal tem, sobretudo, valor no controlo de surtos ou na exclusdo de doenga

persistente apds descolonizacdo ©°.
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Avaliagdo

A. A avaliacdo da implementacdo da presente Norma é continua, executada a nivel local, regional e

nacional, através de processos de auditoria interna e externa.

B. A parametrizacao dos sistemas de informacgdo para a monitorizacdo e avaliagdo da implementacdo e
impacto da presente Norma é da responsabilidade das AdministracBes Regionais de Saude e das

dire¢des dos hospitais.

C. A efetividade da implementacdo da presente Norma nos cuidados hospitalares agudos e cuidados
continuados e a emissdo de diretivas e instru¢des para o seu cumprimento é da responsabilidade
das dire¢des clinicas dos hospitais e dos diretores das unidades de internamento de cuidados

continuados integrados.

D. A implementacdo da presente Norma pode ser monitorizada e avaliada através dos seguintes

indicadores:

1) Proporcdo de doentes internados em UCI ou em unidades de hematologia e submetidos a

higiene corporal com gluconato de clorohexidina:

a) Numerador: Numero de doentes internados em UCI ou em unidades de hematologia e
submetidos a higiene corporal com gluconato de clorohexidina conforme descrito nos

termos da presente Norma;

b) Denominador: NUmero total de doentes admitidos em UCI ou em unidades de

hematologia.

2) Proporg¢ado de doentes internados em UCI e com tubo ou canula endotraqueal e submetidos a

higiene oral com gluconato de clorhexidina:

a) Numerador: Numero de doentes internados em UCl e com tubo ou canula endotraqueal
e submetidos a higiene oral com gluconato de clorhexidina conforme descrito nos termos

da presente Norma;

b) Denominador: Numero total de doentes internados em UC| e com tubo ou canula

endotraqueal.

3) Proporcdo de doentes submetidos a higiene com gluconato de clorohexidrina nas 24 horas

anteriores a cirurgia eletiva:
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a) Numerador: Numero de doentes submetidos a higiene com gluconato de clorohexidina

nas 24 horas anteriores a cirurgia eletiva;

b) Denominador: numero total de doentes submetidos a cirurgia eletiva.
4) Numero de bacteriemias adquiridas no hospital por MRSA por 1000 dias de internamento;
5) Proporgao de bacteriemia adquiridas no hospital por MRSA:

a) Numerador: Numero de bacteriemias adquiridas no hospital por MRSA;

b) Denominador: Total de bacteriemias adquiridas no hospital por Staphylococcus aureus.
6) Taxa de incidéncia cumulativa de infe¢do ou coloniza¢do por MRSA:

a) Numerador: niumero de novos casos com isolamento de MRSA nosocomial*;

b) Denominador: nUmero de admissdes com internamento >48 horas x 100).
7) Proporcdo de doentes infetados por MRSA internados em isolamento ou coorte:

a) Numerador: nimero de doentes infetados por MRSA internados em isolamento ou

coorte;
b) Denominador: Total de doentes infetados por MRSA.

8) DDD de quinolonas e de cefalosporinas na unidade de salde ou servico/unidade de

internamento.

* Doentes em que o exame microbiolégico em que é isolado o MRSA foi colhido >48 horas ap6s
o internamento hospitalar e excluindo utentes com infe¢do ou colonizagdo prévia por MRSA,

como tal indicador de transmissao hospitalar de MRSA.

Comité Cientifico

A. A proposta da presente Norma foi elaborada no ambito do Departamento da Qualidade na Saude da
Direcao-Geral da Saude, do Programa de Prevencdo e Controlo de Infe¢Ses e de Resisténcia aos
Antimicrobianas e do Conselho para Auditoria e Qualidade da Ordem dos Médicos, através dos seus
Colégios de Especialidade ao abrigo dos protocolos existentes entre a Dire¢do-Geral da Saude e a

Ordem dos Médicos.
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B. A proposta cientifica da presente Norma foi elaborada por Filipe Froes, Carla Mimoso Santos, José

Diogo, Elaine Pina, Maria Goreti Silva, Antonio Sousa Uva, José Artur Paiva (coordenacdo cientifica).

C. A elaboracao da proposta da presente Norma teve ainda o apoio cientifico de Daniela Pires, Dinah
Carvalho, Alvaro Aires Pereira e do Conselho Cientifico do Programa de Prevencdo e Controlo de

Infecdes e de Resisténcia aos Antimicrobianos (PPCIRA).

D. Todos os peritos envolvidos na elaboracdo da presente Norma cumpriram o determinado pelo
Decreto-Lei n.° 14/2014 de 22 de janeiro, no que se refere a declaracdo de inexisténcia de

incompatibilidades.

E. A avaliacdo cientifica do conteldo final da presente Norma foi efetuada no ambito do Departamento

da Qualidade na Saude.

Coordenacao Executiva

Na elaboracdo da presente Norma a coordenacdo executiva foi assegurada por Cristina Martins
d'Arrabida, do Departamento da Qualidade na Saude da Direcdo-Geral da Saude.

Comissao Cientifica para as Boas Praticas Clinicas

Pelo Despacho n.° 7584/2012, do Secretario de Estado Adjunto do Ministro da Saude, de 23 de maio,
publicado no Diario da Repubilica, 2.2 série, n.° 107, de 1 de junho de 2012, a Comissao Cientifica para as
Boas Praticas Clinicas tem como missao a validacdo cientifica do conteddo das Normas Clinicas emitidas
pela Direcdo-Geral da Saude. Nesta Comissdo, a representacdo do Departamento da Qualidade na
Saude é assegurada por Henrique Luz Rodrigues.

Siglas/Acrénimos

Siglas/Acrénimos Designacdo

DDD Dose Definida Diaria

INCS Infecdes Nosocomiais da Corrente Sanguinea

MRSA Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina

RNCCI Rede Nacional de Cuidados Continuados Integrados

ucl Unidade de Cuidados Intensivos

VRSA Vancomycin-resistant Staphylococcus aureus

Norma n°®018/2014 de 09/12/2014 atualizada a 27/04/2015 19/24

Alameda D. Afonso Henriques, 45 | 1049-005 Lisboa - Portugal | Tel: +351 21 84305 00 | Fax: +351 21 843 05 30 | E-mail: geral@dgs.pt | www.dgs.pt



NORMA |

da Direcdo-Geral da Saude

desde
1899

Direcao-Geral da Saude

Referéncias Bibliograficas

1. Climo MW, Yokoe DS, Warren DK, Perl TM, Bolon M, Herwaldt LA, et al. Effect of daily chlorhexidine
bathing on hospital-acquired infection. N Engl ] Med. 2013 Feb 7;368(6):533-42.

2. Chan EY, Ruest A, Meade MO, Cook DJ. Oral decontamination for prevention of pneumonia in
mechanically ventilated adults: systematic review and meta-analysis. BMJ. 2007 Apr 28;334(7599):889.

3. World Health Organization. Orienta¢bes da OMS para a Cirurgia Segura 2009. Cirurgia Segura Salva
Vidas [Internet]. Direc¢ao-Geral da Saude; 2010. Available from: http://www.dgs.pt

4. Edmiston CE, Okoli O, Graham MB, Sinski S, Seabrook GR. Evidence for using chlorhexidine gluconate
preoperative cleansing to reduce the risk of surgical site infection. AORN J. 2010 Nov;92(5):509-18.

5. Kéck R, Becker K, Cookson B, van Gemert-Pijnen JE, Harbarth S, Kluytmans J, et al. Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA): burden of disease and control challenges in Europe. Euro Surveill. 2010
Oct 14;15(41):19688.

6. Anderson DJ. Epidemiology of methicillin-resistant Staphylococcus aureus infection in adults. UpToDate
[Internet]. 2013. Available from: http://www.uptodate.com/contents/epidemiology-of-methicillin-
resistant-staphylococcus-aureus-infection-in-
adults?topicKey=1D%2F3157&elapsedTimeMs=5&source=search_result&searchTerm=MRSA+epidemi
ologia&selectedTitle=1~150&view=print&displayedView=full

7. Thompson RL, Cabezudo |, Wenzel RP. Epidemiology of nosocomial infections caused by methicillin-
resistant Staphylococcus aureus. Ann Intern Med [Internet]. 1982;(97):309-17. Available from:
http://annals.org/article.aspx?articleid=695856

8. Boyce JM. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Detection, epidemiology, and control measures.
Infect Dis Clin North Am. 1989 Dec;(4):901-13.

9. Rodriguez-Bafio J, Bischofberger C, Alvarez-Lerma F, Asensio A, Delgado T, et al. Vigilancia y control de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina en hospitales espafioles. Documento de consenso GEIH-SEIMC
y SEMPSPH. Enferm Infecc Microbiol Clin. 2008;26(5):285-98.

10.Direcdo-Geral da Saude. Orientacao de Boa Pratica para a Higiene das M3dos nas Unidades de Saude.
Circular Normativa N°: 13/DQS/DSD. Dire¢ao-Geral da Saude [Internet]. 2010 Jun 14. Available from:
http://www.dgs.pt/ms/3/default.aspx?pl=&id=5514&acess=0

11.Direcdo-Geral da Saude. Programa de Prevencdo e Controlo de Infecdo e Resisténcia aos
Antimicrobianos. Orienta¢des Programaticas. Direcdo-Geral da Saude [Internet]. 2013 Jun 12.
Available from: http://www.dgs.pt

12.Centers for Disease Control and Prevention. Healthcare Infection Control Practices Advisory Committee
Updating the Guideline Methodology of the Healthcare Infection Control Practices Advisory Committee
(HICPAC). Available from http://www.cdc.gov/hicpac/pdf/guidelines/2009-10-29HICPAC
guidelineMethodsFINAL.pdf

Norma n°®018/2014 de 09/12/2014 atualizada a 27/04/2015 20/24

Alameda D. Afonso Henriques, 45 | 1049-005 Lisboa - Portugal | Tel: +351 21 84305 00 | Fax: +351 21 843 05 30 | E-mail: geral@dgs.pt | www.dgs.pt



NORMA |

da Direcdo-Geral da Saude

desde
1899

Direcao-Geral da Saude

13.Davis KA, Stewart JJ, Crouch HK, Florez CE, Hospenthal DR. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) nares colonization at hospital admission and its effect on subsequent MRSA infection. Clinical
Infectious Diseases. 2004 Jan 15;39(6):776-82.

14.Ayliffe PGAJ, Buckles MA, Casewell MW, Cookson BD, Cox RA, Duckworth GJ, et al. Revised guidelines for
the control of methicillin-resistant Staphylococcus aureus infection in hospitals: Report of a combined
working party of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy, the Hospital Infection Society and the
Infection Control Nurses Association. The Journal of hospital infection. W.B. Saunders For The Hospital
Infection Society; 1998. pp. 253-90.

15.Edmond MB, Wenzel RP, Pasculle W. Vancomycin-Resistant Staphylococcus aureus. Perspectives on
measures needed for control. Annals of Internal Medicine. 1996;124(3):329-34.

16.Casewell MW, Hill RLR. The carrier state: methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Journal of
Antimicrobial Chemotherapy. 1986 Jan 1;18(Supplement A):1-12.

17.European Centre for Disease Control and Prevention. Antimicrobial resistance surveillance in Europe
2010. Annual Report of the European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net).
Stockholm: ECDC; 2011.

18.Lowy FD. Staphylococcus aureus Infections. New England Journal of Medicine. Massachusetts Medical
Society; 1998 Aug 20;339(8):520-32.

19.Boucher H, Miller LG, Razonable RR. Serious infections caused by methicillin-resistant Staphylococcus
aureus. Clin Infect Dis. 2010 Sep 15;51 Suppl 2:5183-97.

20.Barber M. Methicillin-resistant staphylococci. ] Clin Pathol. 1961;(14):385-93.

21.Jack Benner E, Kayser FH. Growing clinical significance of methicillin-resistant Staphylococcus aureus. The
Lancet. 1968. pp. 741-4.

22.Shorr AF. Epidemiology of Staphylococcal Resistance. Clinical Infectious Diseases. 2007 Jan
15;45(Supplement 3):5171-6.

23.European Antimicrobial Resistance Surveillance Network. Antimicrobial resistance surveillance in Europe
2011 [Internet]. Bilthoven: EARS-Net; 2012. Available from:
http://www.ecdc.europa.eu/en/publications/Publications/antimicrobial-resistance-surveillance-
europe-2011.pdf

24.European Centre for Disease Prevention and Control, European Medicines Agency. joint technical
report. The bacterial challenge: time to react. ECDC/EMA [Internet]. 2009. Available from:
http://www.ecdc.europa.eu/en/publications/Publications/0909_TER_The_Bacterial_Challenge_Time_to
_React.pdf

Norma n°®018/2014 de 09/12/2014 atualizada a 27/04/2015 21/24

Alameda D. Afonso Henriques, 45 | 1049-005 Lisboa - Portugal | Tel: +351 21 84305 00 | Fax: +351 21 843 05 30 | E-mail: geral@dgs.pt | www.dgs.pt



NORMA |

da Direcdo-Geral da Saude

desde
1899

Direcao-Geral da Saude

25.Direcdo-Geral da Saude. Programa Nacional de Prevencdo e Controlo da Infecdo Associada aos
Cuidados de Saude. Inquérito de Prevaléncia de Infecdo 2010. Relatério. Direcao-Geral da Saude
[Internet]. Available from:
http://www.dgs.pt/ms/3/pagina.aspx?codigoms=5514&back=18&codigono=00020034AAAAAAAAAAAAA
AAA

26.European Antimicrobial Resistance Surveillance System. EARSS Annual Report 2008. [Internet]. Bilthoven:
EARSS; 20009. Available from: http://www.ecdc.europa.eu/en/activities/surveillance/ears-
net/documents/2008_earss_annual_report.pdf

27.Direcdo-Geral da Saude. Programa Nacional de Controlo de Infec¢do. Inquérito Nacional de
Prevaléncia de Infeccao 23 de Marc¢o de 2009. Relatdrio. Dire¢do-Geral da Saude [Internet]. Available
from:http://www.dgs.pt/ms/3/pagina.aspx?codigoms=5514&back=1&codigono=00020034AAAAAAAAA
AAAAAAA

28.Pina E, Paiva JA, Nogueira P, Silva MG. Prevaléncia de Infecdo Adquirida no Hospital e do Uso de
Antimicrobianos nos Hospitais Portugueses. Inquérito 2012. Dire¢do-Geral da Saude [Internet]. 2013
Apr. Available from: http://www.dgs.pt/upload/membro.id/ficheiros/i019020.pdf

29.Albrich WC, Harbarth S. Health-care workers: source, vector, or victim of MRSA? Lancet Infect Dis.
8(5):289-301.

30.Simdes RR, Aires-de-Sousa M, Conceicdo T, Antunes F, da Costa PM, de Lencastre H. High prevalence of
EMRSA-15 in Portuguese public buses: a worrisome finding. PLoS ONE. 2011;6(3):e17630.

31.Conceicdo T, Diamantino F, Coelho C, de Lencastre H, Aires-de-Sousa M. Contamination of public buses
with MRSA in Lisbon, Portugal: a possible transmission route of major MRSA clones within the community.
Plos ONE 2013; 8(13): €77812

32.Direcdo-Geral da Saude. Campanha Nacional de Higiene das Mdaos. Relatério 2010-2011. Direcdo-
Geral da Saude [Internet]. Available from: http://www.min-saude.pt/NR/rdonlyres/EEDF8BFB-3F2E-
423B-A4F9-17CFE5C19BF5/0/relatorio_maos_dgs.pdf

33.Muller G, Kramer A. Biocompatibility index of antiseptic agents by parallel assessment of antimicrobial
activity and cellular cytotoxicity. Journal of Antimicrobial Chemotherapy. 2008 Jan 1;61(6):1281-7.

34.Krishna BVS, Gibb AP. Use of octenidine dihydrochloride in meticillin-resistant Staphylococcus aureus
decolonisation regimens: a literature review. ) Hosp Infect. 2010 Mar;74(3):199-203.

35.McKinnell JA, Huang SS, Eells S, Cui E, Miller LG. Quantifying the impact of extra-nasal testing body sites
for MRSA colonization at the time of hospital or intensive care unit admission. Infect Control Hosp
Epidemiol. 2013 Feb;34 (2) 161-170.

Norma n°®018/2014 de 09/12/2014 atualizada a 27/04/2015 22/24

Alameda D. Afonso Henriques, 45 | 1049-005 Lisboa - Portugal | Tel: +351 21 84305 00 | Fax: +351 21 843 05 30 | E-mail: geral@dgs.pt | www.dgs.pt



desde
1899

NORMA |

Direcao-Geral da Saude da Direcdo-Geral da Saude

ANEXOS

Anexo 1 - Conteudos do algoritmo clinico

A.

Areas de elevado risco de infecdo associada a cuidados de salde e de infecdo por MRSA,
nomeadamente unidades/servi¢os de medicina intensiva e unidades de hematologia:

1) Descontaminacdo universal, com banho diario com toalhetes de clorhexidina a 2%, pelo
menos, nos primeiros 5 dias apds admissao e higiene oral, pelo menos trés vezes por dia com
gluconato de clorohexidina a 0,2%, durante o internamento.

. Em unidades de cuidados intensivos, doentes internados e doentes internados com tubo ou canula

endotraqueal devem ser submetidos a:

1) Higiene oral, pelo menos trés vezes por dia com gluconato de clorohexidina a 0,2%, durante o
internamento.

. Procedimentos de elevado risco de infecdo por MRSA, nomeadamente cirurgia eletiva:

1) Pelo menos, dois banhos prévios a intervencdo cirurgica, com gluconato de clorohexidina a
2%, um na véspera da cirurgia e outro no dia da cirurgia (com, pelo menos, duas horas de
antecedéncia);

2) Na cirurgia do ambulatério, deve ser fornecido ao doente, na consulta prévia, esponja
impregnada de gluconato de clorohexidrina a 2% para a realiza¢do de higiene pré-operatoria
em casa.

. Doentes de elevado risco de infecdo por MRSA, nomeadamente aqueles em que se verifique, pelo

menos, um destes critérios: (1) transferéncia de outras unidades hospitalares com estadia nessa
unidade superior a 48 horas, (2) uso de antibiéticos nos seis meses anteriores, (3) internamento nos
seis meses anteriores, (4) hemodialise, (5) internamento em unidades de cuidados continuados ou
lar/residéncia de idosos, (6) presenca de dispositivos invasivos, (7) presenca de feridas crénicas, (8)
colonizagdo prévia por MRSA:

1) Pesquisa ativa (rastreio) de portadores de MRSA, através de zaragatoa nasal e amostra de

ferida cutanea (se existir), com isolamento de contacto até conhecimento do resultado;

2) No caso de isolamento de MRSA, descolonizacdo com mupirocina a 2% pomada nasal (trés
aplicagdes diarias em ambas as narinas) associada a banho diario com toalhetes de
clorohexidina a 2%, durante, pelo menos 5 dias;

3) Se o teste for negativo para MRSA, retirada de isolamento de contacto;

4) Uma vez efetuada a descoloniza¢do, deve monitorizar-se a sua eficacia, com realizacdo de trés
rastreios de follow-up: o primeiro 48 horas apés terminar o tratamento e os restantes com
intervalos semanais;

5) Se a primeira descolonizacdo falhar, pode repetir-se o procedimento, nunca se efetuando mais
que dois cursos de descolonizagao.
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E. Doentes infetados ou colonizados por MRSA ou suspeitos de ter infecdo ou colonizagdo por este
agente:

1) Devem estar em regime de “isolamento/precau¢des de contacto” e em coorte de doentes,
sendo estas situacdes claramente assinaladas no processo clinico;

2) Os profissionais de saude envolvidos na prestacao de cuidados a estes doentes devem adotar
precaucdes de contacto (luvas e avental de uso Unico), incluindo mascara cirdrgica se risco de
salpico de secre¢des ou fluidos, aspiracao de secre¢Bes ou terapia respiratéria e manter a
adocdo de precauc¢des de contacto, pelo menos, até clara evidéncia de erradica¢do, idealmente,
até a saida/alta do doente ou até documentacdo de inexisténcia do agente;

3) Todo o material usado na higiene ou nos procedimentos de diagndstico ou tratamento destes
doentes deve ser individualizado;

4) A deslocacdo entre servicos/unidades de internamento ou para a realizacdo de exames
complementares de diagnéstico destes doentes deve ser programada, antes da deslocacdo, de
modo a reduzir os periodos de espera e deve ser assegurado, sem embargo da necessaria
consideracdo de outros critérios, que estes doentes sejam os Ultimos a serem deslocados e a
realizar exames;

5) A roupa destes doentes e da sua cama deve ser mudada, antes da desloca¢do, para reduzir o
risco de contaminacgdo e, se possivel, os doentes com infecdo respiratéria devem usar mascara
cirargica;

6) As suas visitas devem usar medidas de protecdo de contacto e ser ensinadas sobre medidas de

conten¢do na fonte, nomeadamente higiene das mdos antes e depois de contactar com o
doente e evic¢do do contacto com outros doentes do servigo/unidade de internamento.
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Tabela de Murray e Washington

Fonte: Adaptado de [3]

Grupo 1
Grupo 2
Grupo 3
Grupo 4
Grupo 5

Células Epiteliais
(ampliagdo 10x)
25
25
25
10-25
<10

Leucdcitos
(ampliagdo 10x)
10
10-25
25
25
25
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NUMERO: 37/2011
DATA: 30/09/2011
ATUALIZACAO:  20/12/2013

ASSUNTO: Exames laboratoriais na Gravidez de Baixo Risco

PALAVRAS-CHAVE: Andlises; Exames laboratoriais; Gravidez; Vigilancia pré-natal

PARA: Médicos do Sistema Nacional de Saude

CONTACTOS: Divisdo de Saude Sexual, Reprodutiva, Infantil e Juvenil (secretariado.dsr@dgs.pt)

Departamento da Qualidade na Saude (dgs@dgs.pt)

Nos termos da alinea a) do n° 2 do artigo 2° do Decreto Regulamentar n° 14/2012, de 26 de janeiro, a
Direcdo-Geral da Saude, por proposta conjunta do Departamento da Qualidade na Saude e da Ordem dos
Médicos, emite a Norma seguinte:
1. Na vigilancia da gravidez de baixo risco devem ser realizados, ou estar documentados, de acordo com a
calendarizacdo descrita em CRITERIOS e no ANEXO, os seguintes exames laboratoriais:
a) tipagem ABO e fator Rh, (Nivel de evidéncia: B, grau de recomendacdo: | );
b) pesquisa de aglutininas irregulares, (Nivel de evidéncia: B, grau de recomendacao: I);
¢) hemograma completo, ( Nivel de evidéncia: B, grau de recomendacdo: );
d) rastreio da diabetes gestacional, (Nivel de evidéncia: B, grau de recomendacao: I);
e) rastreio da sifilis, ( Nivel de evidéncia: B, grau de recomendacao: | );
f) rastreio da rubéola, (Nivel de evidéncia: B, grau de recomendacao: I);
g) rastreio da toxoplasmose, (Nivel de evidéncia: C, grau de recomendacao: ll-a);
h) rastreio da infe¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana (VIH), (Nivel de evidéncia: A, grau de
recomendacdo: I);
i) rastreio da hepatite B, (Nivel de evidéncia: A, grau de recomendacao: I);
j) rastreio da bacteridria assintomatica, ( Nivel de evidéncia: B, grau de recomendacao: I);
k) rastreio do Streptococcus B hemolitico do grupo B, (Nivel de evidéncia: C, grau de
recomendacdo: ll-a);
[) rastreio do cancro do colo do Utero, ( Nivel de evidéncia: B, grau de recomendacao: I);
2. Os resultados dos exames laboratoriais sdo fornecidos a gravida, registados no Boletim de Saude da
Gravida (BSG) e no processo clinico.
3. As excegdes clinicamente fundamentadas, ndo previstas neste documento, sao registadas no BSG e no
processo clinico.
4. A presente Norma ¢é aplicada a todas as mulheres que iniciem vigilancia da gravidez em janeiro de
2014.
5. E atualizada a Orientacdo Técnica n° 2, de 1993, da Direcdo-Geral da Saude, no que diz respeito aos
exames laboratoriais na gravidez de baixo risco.
6. O algoritmo clinico/arvore de decisdo referente a presente Norma encontra-se em Anexo.
7. As excec¢des a presente Norma sao fundamentadas clinicamente, com registo no processo clinico.
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8. A presente Norma, atualizada com os contributos cientificos recebidos durante a discussao publica,
revoga a versao de 30/09/2011 e sera atualizada sempre que a evolucao da evidéncia cientifica assim o
determine.

CRITERIOS DE SUPORTE A APLICACAO DA NORMA

A. Atodas as gravidas devera ser proposta a realizacdo dos exames laboratoriais com os critérios e nos
periodos que a seguir se definem. Os exames e rastreios definidos na presente Norma devem ser
realizados, também, as gravidas com risco acrescido, que fazem, além disso, exames adequados ao
risco identificado.

B. Considera-se gravidez de baixo risco aquela em que ndo é possivel identificar, apds avalia¢do clinica de
acordo com a avaliacdo do risco pré-natal baseada na escala de Goodwin modificada, nenhum fator
acrescido de morbilidade materna, fetal e/ou neonatal.

C. Considera-se que o risco, sendo dinamico ao longo da gravidez, deve ser reavaliado em todas as
consultas. A identificacdo do risco é realizada através da histdria clinica, exame fisico e avalia¢8es
clinicas anteriores a gravidez.

D. O esquema simplificado dos exames laboratoriais a requisitar, que a seguir se enuncia, encontra-se
anexo a presente Norma e dela faz parte integrante.

E. Tipagem ABO e fator Rh:

i.  deve ser realizada no 1° trimestre a todas as gravidas;

ii. quando o grupo de sangue é conhecido e estda bem documentado, nomeadamente em consulta
pré-concecional, deve dispensar-se a sua determinacao.

F. Pesquisa de aglutininas irregulares:
i.  deve ser realizada no 1° trimestre a todas as gravidas;

ii. deve serrepetida entre as 24-28 semanas, mesmo nas que sao Rh positivas.

G. Hemograma completo:
i.  deve ser efetuado nos trés trimestres da gravidez;

ii. apenas deve ser realizada eletroforese da hemoglobina, nas situa¢Bes previstas na Circular
Normativa n.°18/DSMIA, de 7/9/2004, da Direcao-Geral da Saude “Prevencdo das formas graves de
hemoglobinopatias”.

H. Rastreio da diabetes gestacional:

i.  Deve ser feita pesquisa de glicemia em jejum na primeira consulta de vigilancia pré-natal e prova de
tolerancia a glicose oral (PTGO) as 24-28 semanas de gestacao.

|.  Rastreio da sifilis:
i. deve ser efetuado, no primeiro e terceiro trimestres de gravidez, utilizando para esse fim o VDRL
(Venereal Disease Research Laboratory);

ii. seVDRL positivo, a confirmac¢ao do diagndstico deve ser realizada com um teste treponémico TPHA
(Treponema pallidum haemaglutination assay) ou FTA-abs (fluorescent treponemal antibody
absorption).
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J.  Rastreio da rubéola:

i. em mulheres com imunidade documentada na consulta pré-concecional, ou gravidez anterior, o
rastreio da rubéola ndo necessita ser repetido, devendo esta informacao ser transcrita para o BSG e
processo clinico (quando nado seja ele préprio a fonte de informacdo);

ii. em mulheres sem imunidade documentada, deve ser realizada serologia para a rubéola (IgG e IgM)
no 1° trimestre. Se o resultado for o de auséncia de imunidade, entao deve repetir-se a serologia
para a rubéola antes da realizacdo da ecografia morfoldgica do 2° trimestre. Todas as puérperas
ndo imunizadas deverdo ser vacinadas com VASPR ainda na maternidade ou na consulta de revisao
do puerpério, ndo se perdendo assim oportunidades de vacinac3o’;

iii.  nasuspeita de infecdo por rubéola no 1° trimestre, a gravida deve ser referenciada para um Centro
de Diagndstico Pré-Natal.

K. Rastreio da toxoplasmose:

i.  as mulheres com imunidade documentada em consulta pré-concecional ou gravidez anterior, ndo
necessitam repetir o exame durante a gravidez. Esta informacdo deve constar no BSG e no
processo clinico (quando nado seja ele proprio a fonte de informacgao);

ii. deve ser realizada serologia para a toxoplasmose (IgG e IgM) no 1° trimestre de gravidez em todas
as mulheres sem imunidade documentada e, caso se encontrem ndo imunes, deve ser repetido no
2° e 3° trimestre de gravidez;

iii.  na suspeita de infecdo por toxoplasmose, a gravida deve ser referenciada para um Centro de
Diagndstico Pré-Natal.
L. Rastreio da infe¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana (VIH):
i.  todas as gravidas devem realizar rastreio da infecdo pelo VIH, no 1° e 3° trimestre de gravidez;

ii. asgravidas sem serologia documentada na altura do parto, deve ser realizado teste rapido ante ou
intraparto, tal como consta da Circular Normativa n.°1/DSMIA, de 4/2/2004, da Dire¢do-Geral da
Saude “Gravidez e virus da imunodeficiéncia humana”.

M. Rastreio da hepatite B:

i.  deve ser realizado o rastreio da hepatite B no 1° trimestre de gravidez, incluindo as gravidas que
tém histéria de vacinacdo prévia documentada, utilizando a pesquisa de AgHBs;

ii. apenas as gravidas ndo vacinadas e cujo rastreio foi negativo no 1° trimestre, devem repetir a
pesquisa do AgHBs no 3° trimestre.
N. Rastreio da bacteridria assintomatica:
iii.  Realizar o rastreio da bacteriuria assintomatica, a todas as gravidas, no primeiro trimestre da
gravidez, através do teste de urocultura com eventual teste de sensibilidade aos antibiéticos.
O. Rastreio do Streptococcus 3 hemolitico do grupo B:

i. deve ser realizado a todas as gravidas entre as 35 e 37 semanas, através da colheita de uma
amostra Unica do 1/3 externo da vagina e ano-retal;
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ii.  ndo necessitam deste rastreio as gravidas a quem foi isolado Streptococcus 8 hemolitico do grupo
B na urina (bacterilria assintomatica ou infecdo urinaria), durante a gestacdo em curso, nem
naquelas com histéria anterior de sépsis neonatal, por Streptococcus 3 hemolitico do grupo B;

iii. tém indicacdo para profilaxia intraparto todas as gravidas a quem for detetado Streptococcus 3
hemolitico do grupo B através da colheita referida na alinea i) e nos casos referidos na alinea ii).

P. Rastreio do cancro do colo do utero:
Realizar a citologia cervical no 1° trimestre, a todas as gravidas com mais de 25 anos, que nunca
tenham realizado o exame ou que o tenham feito ha mais de 3 anos, ap6s dois exames anuais
negativos.

AVALIAGCAO

A. A avaliacdo da implementacdo da presente Norma é continua, executada a nivel local, regional e
nacional, através de processos de auditoria interna e externa.

B. A parametrizacdo dos sistemas de informac¢do para a monitoriza¢do e avaliacdo da implementagao e
impacte da presente Norma é da responsabilidade das administra¢cdes regionais de saude e das
direcdes dos hospitais.

C. A efetividade da implementacdo da presente Norma nos cuidados de saude primarios e nos cuidados
hospitalares e a emissdo de diretivas e instru¢des para o seu cumprimento é da responsabilidade dos
conselhos clinicos dos agrupamentos de centros de salde e das dire¢des clinicas dos hospitais.

D. A Dire¢do-Geral da Saude, através do Departamento da Qualidade na Saude, elabora e divulga
relatérios de progresso de monitorizagao.

E. Aimplementacdo da presente Norma é monitorizada e avaliada através dos seguintes indicadores:

i. % de gravidas do primeiro trimestre, vigiadas, com prescricdo de exames laboratoriais de
acordo com a Norma;

ii. % de gravidas do segundo trimestre, vigiadas, com prescricdo de exames laboratoriais de
acordo com a Norma;

iii. % de gravidas do terceiro trimestre, vigiadas, com prescricdo de exames laboratoriais
laboratoriais de acordo com a Norma;

iv.  valor da prescricdo de exames laboratoriais realizados por gravida vigiada.

FUNDAMENTACAO

A. A gravidez constitui uma ocasido privilegiada de contacto com os servicos de salde e um momento
Unico para avaliacao do estado de saude da mulher.

B. Os exames laboratoriais a requisitar no decurso das consultas de vigilancia da gravidez, ttm como
objetivo rastrear, prevenir ou tratar situa¢des passiveis de colocar em risco a saude materna e/ou fetal
ou perinatal.

C. Noinicio da gravidez importa, assim, verificar os achados clinicos da consulta pré-concecional.
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D. Tipagem ABO e fator Rh:
A tipagem segura dos grupos sanguineos ABO e RhD assumem um papel muito importante na mulher
em idade fértil e na gravida em particular. As mulheres RhD negativas devem ser informadas das
medidas de prevencao da aloimunizacdo RhD?*>,

E. Pesquisa de aglutininas irregulares:
A presenca de antigénios antieritrocitarios, nomeadamente anti-D, mas também anti-C, anti-Kell e anti-
E, estdo associados a doenca hemolitica do recém-nascido, e sdo passiveis de intervencéo fetal®.

F. Hemograma completo:
A anemia grave da gravida esta associada a um aumento da probabilidade de ocorréncia de morte
intrauterina fetal, de baixo peso a nascenca e de parto prematuro®. A causa mais frequente de anemia
na gravidez é a deficiéncia em ferro®. Quando a familia da mulher é proveniente de zonas de alta
prevaléncia de hemoglobinopatias, ou quando o volume globular médio (VGM) inferior a 80 e / ou
(HGM) inferior a 27, deve ser realizado o rastreio das hemoglobinopatias na mae?. Se positivo, o estudo
deve ser realizado também no progenitor e ser feita referenciacdo para consulta de aconselhamento
em diagnéstico pré-natal.
Varios estudos tém demonstrado uma associa¢do inversa entre a hemoglobina e hematocrito (do 2° e
3° trimestre) e o peso de nascimento. A elevacdo destes 2 parametros esta associada a uma maior
incidéncia de restricio de crescimento fetal, pré-eclampsia e morbilidade perinatal® ¢ °. A
trombocitopenia materna (PLT <150x109/L) ocorre em 10 % das gestacdes, sendo mais frequente no
3°trimestre. Geralmente associada a uma situacao benigna (trombocitopenia gestacional) pode surgir
num contexto de doenca hipertensiva da gravidez (Pré-eclampsia) ou patologia imunolégica. O seu
achado deve ser enquadrado na situacao clinica da mulher e, dependendo desta e dos valores
encontrados, podera ser necessario proceder a uma conduta especifica pré e intra-parto’.

G. Rastreio da diabetes gestacional:
O controlo da glicemia durante a gravidez diminui a ocorréncia de complicaces maternas e a
morbilidade perinatal®. Este beneficio é tanto maior quanto mais precocemente for realizado o
diagnéstico e iniciado o controlo metabdlico’. O aumento na prevaléncia de obesidade na populacio
jovem feminina tem tido como resultado um maior nimero de casos de Diabetes tipo Il ndo
diagnosticada antes da gravidez'®. Na primeira visita pré natal deve ser pedida uma glicemia em jejum
como estratégia de diagnostico e dete¢do de anomalias da glicemia no decurso da gravidez. A PTGO
nunca deve ser pedida como rotina antes das 24-28 semanas'°"'" ¢ '*

H. Rastreio da sifilis:
Em Portugal, os casos de sifilis congénita reportados tém diminuido ao longo dos ultimos 10 anos,
porém, constituem, ainda, um niimero mais elevado que no resto da Europa'>.
Esta bem demonstrada a importancia de realizar o rastreio da sifilis na vigilancia antenatal. Com efeito,
o tratamento durante a gravidez diminui as complica¢cdes fetais e neonatais que estdo associadas a
esta doenca 2 e 3. Assim, preconiza-se a sua realizagdo duas vezes na gravidez, o0 mais precocemente
possivel e anteparto™© ",

|.  Rastreio da rubéola:
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E consensual a importancia do rastreio do estado imunitario em relacdo a rubéola e a vacinacio na fase
pré-concecional. Esta deve ser considerada a medida “excelente”16. Quando o rastreio é realizado
desta forma e se conhece o estado imunitario da gravida, ndo é necessario repetir o exame no inicio da
gravidez, tal como preconizado nesta Norma'’. O objetivo de rastrear para a rubéola nesta fase é a
possibilidade de vacinar no pos parto e proteger futuras gravidezes2. As gravidas nao imunes no 1°
trimestre devem repetir o exame no inicio do 2° trimestre (entre as 18-20 semanas), para assegurar que
ndo ocorreu seroconversdao materna em tempo Util, ou seja, antes do prazo legal para interrupcdo de
gravidez.

J.  Rastreio da toxoplasmose:
A toxoplasmose é considerada uma infecdo rara mas potencialmente muito grave'®. Na toxoplasmose a
gravidade da infec¢do fetal por transmissdo vertical diminui ao longo da gravidez, em sentido contrario a
probabilidade de transmissdo vertical que aumenta & medida que progride a gestacdo'®. E, assim,
preconizado, para as mulheres sem imunidade, rastrear a toxoplasmose cada trés meses, tendo em
conta que, desta forma se aumenta a probabilidade de realizar diagndsticos precoces e com isso
possibilitar o inicio da terapéutica®. Nas mulheres imunocompetentes, com infecdo a toxoplasmose
antes da concecdo, o risco de reinfe¢do é muito raro. Existem poucos dados sobre o estado imunitario
das mulheres em Portugal para a toxoplasmose.

K. Rastreio da infe¢do pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH):
Na infecdo pelo VIH o risco de transmissao perinatal sem intervencao é de 15-40%, diminuindo para
menos de 2% quando se realiza terapéutica durante a gravidez e se adotam medidas de prevencdo no
parto e se inibe a amamentacdo®. £, assim, consensual a importancia do diagnéstico precoce na
gravidez, para iniciar terapéutica materna e diminuir o risco de transmissdo materno-fetal*'.

L. Rastreio da hepatite B:
O rastreio da hepatite B na gravida iniciou-se em 199222, Identificando as mulheres AgHBs positivas é
possivel uma intervencdo precoce e eficaz no recém-nascido que tem indica¢do para administracdo de
imunoglobulina especifica e vacina nas primeiras 12 - 24 horas de vida, o que reduz o seu risco de

infecdo em 95% dos casos' ©?

. A vacinagao universal contra a hepatite B em Portugal condicionou o
controlo e diminui¢cdao desta infecdo16. A taxa de cobertura de recém-nascidos, criancas e adolescentes
é elevada (> 95%)23. Atualmente Portugal pode ser considerado um pais de prevaléncia baixa, com
uma percentagem estimada de portadores AgHBs de 1%. Contudo, existem subgrupos em que a
prevaléncia é mais elevada, como sejam, migrantes (5%) e utilizadores de drogas endovenosas®.
Rastrear apenas as mulheres de risco pode levar a ndo diagnosticar 50% das mulheres infectadas com
o virus da hepatite B2.

M. Rastreio da bacteridria assintomatica:
A urocultura constitui na gravidez o teste de referéncia para o diagnostico da bacteridria assintomatica.
A sua incidéncia € de 2% a 10% na gravida. Quando ndo tratada esta associada a pielonefrite (até 30%).
O diagndstico e terapéutica atempados reduzem estas complicagdes bem como diminuem as situacdes
de baixo-peso ao nascer®®®.

N. Rastreio do Streptococcus 3 hemolitico do grupo B:
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O rastreio universal do Streptococcus B hemolitico do grupo B permite identificar as gravidas em risco
de ter um recém-nascido com sépsis neonatal. Nas mulheres em que foi identificada a colonizacdo por
Streptococcus B hemolitico do grupo B, deve ser realizada profilaxia intraparto °.

O. Rastreio do cancro do colo do Utero:

A gravidez e o puerpério sdo uma oportunidade para realizar o rastreio da neoplasia do colo do utero,
nas mulheres que o ndo realizam habitualmente, de acordo com o Programa Nacional de Prevencdo e
Controlo das Doencas Oncoldgicos * 2%,

APOIO CIENTIFICO

A. A presente Norma foi elaborada pelo Departamento da Qualidade na Salde da Direcdo-Geral da
Saude e pelo Conselho para Auditoria e Qualidade da Ordem dos Médicos, através dos seus Colégios
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ANEXOS

Anexo I: Quadros, tabelas e graficos

1° Trimestre

<13 semanas
1. Citologia cervical - Conforme recomenda¢des do Plano Nacional de Prevencao e Controlo
das Doencas Oncoldgicas 2007-2010 para as mulheres ndo gravidas
2. Tipagem ABO e fator Rh : 8.Serologia Toxoplasmose - 1gG e IgM (se
3. Pesquisa de aglutininas irregulares (teste | desconhecido ou ndo imune em consulta
| preconcecional)

de Coombs indireto)

4. Hemograma completo t9.AcVIH1e2

5. Glicémia em jejum 10. AgHBs

6. VDRL 11. Urocultura com eventual TSA
7. Serologia Rubéola - IgG e IgM (se !

desconhecido ou ndo imune em consulta !
preconcecional)

2° Trimestre

18-20 semanas
12. Serologia Rubéola (IgG e IgM, nas mulheres ndo imunes)

24-28 semanas
. 16. Pesquisa de aglutininas irregulares (teste
de Coombs indireto)

13. Hemograma completo ;
14. PTGO ¢/ 75g (colheita as Oh, 1h e 2 horas) |
15. Serologia Toxoplasmose - IgG e IgM (ndo :

imunes)
3° Trimestre
32 -34 Semanas
17. Hemograma completo : 20.Ac.VIH1 e 2
18. VDRL | 21.AgHBs (as gravidas ndo vacinadas e

19. Serologia Toxoplasmose - IgG e IgM (nas
mulheres ndo imunes)

cujo rastreio foi negativo no 1°
trimestre)
35-37 Semanas
22. Colheita (1/3 externo da vagina e ano-retal) para pesquisa de streptococcus 3 hemolitico do
grupo B
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ANEXO VII- Tabela de Quantificagao de BAAR [3]



Tabela de quantificacio de BAAR. [3]

Coadigo de Leitura Numero de BAAR observados (ampliacdo de 1000x)
Nio se observaram BAAR = 0/100 Campos

1-9/ 100 Campos  1-9/ 100 Campos
I+ 10-99/ 100 Campos
2+ 1-10/ Campo
3+ >10/ Campo

BAAR, Bacilos acido-alcool resistentes



ANEXO VIII- Relatério do Instituto Nacional de Saide Doutor Ricardo Jorge (INSA)
relativo a Identificagao e Antibiograma de micobactérias do complexo M. tuberculosis



msituto_Nacional de Satde

REPUBLICA instituto Nacional de Sadde Coutor Ricardo Jorge, 1P Do R Jorge
PORTUGUESA Av. Padre Crux, 1849-016 Lisdboa P ortugatl wwwinsapt Info@insamin-saudept
satog teif. +351 217 518 200  fax: <351 217 526 400

Depart to Doencas Inf

Unidade Referéncia e Vigilancia Epidemioldgica
Laboratério Nacional de Referéncia de Infe¢des Respiratérias - LNR de Micobactérias
Responsavel técnico: Rita Macedo

N° Requisigao: °”">""
Data de entrada: vouri2016  Data de saida: 25/07/2016

Data de colheita: 06/07/2016
Local da colheita: Externa )
Data de nascimento: 29/09/1962

Médico: Medico Assistente

_ Servigo:
- Relatério
Anilise : Resultado
Estirpe
{
Antibiograma 12 Linha
Método: Proporgdes em meio liquido
Isoniazida (0,1 pg/mL) Sensivel
Etambutol (5,0 pg/mL) Sensivel
Rifampicina (1,0 pg/mL) Sensivel
Pirazinamida (100,0 pg/mL) Sensivel
Estreptomicina (1,0 pg/mL) Resistente
Identificagio de micobactérias do complexo M. tuberculosis Positivo

Método: Imunocromatografia

Aldidon

Rita Macedo
Técnico Superior

¥
Os resultados cc s do pl relatério referem-se apenas aos itens ensaiados.
A reproducdo parcial do relatorio ndo pode ser ef sema izagao do Lab

DDI-IM22_02 L
Relatério N°: 381691.1 Pag.1/1



ANEXO IX - IT.SPC.032.00| Exame Direto a Fresco com contraste negativo por
tinta-da-china



ﬂ C H M T INSTRUCAO DE TRABALHO
EXAME DIRETO A FRESCO COM CONTRASTE NEGATIVO POR TINTA DA

CenTro HosPiTaLar Mépio Telo, EPRE, CH INA

1., Objetivo

Descrever a técnica de execugdo de exame a fresco com contraste negativo por Tinta da China.

2. Ambito

Aplica-se ao Servigo de Patologia Clinica.

3.Definigdes

Camara humida - caixa de Petri com papel de filtro ou algoddo embebido em &gua ou soro fisiologico,

destinada a criar um ambiente hamido.

4. Descricdo

4.1, Principio

A coloragdo por Tinta da China é utilizada para evidenciar a presenga de Cryptococcus spp. em amostras
bioldgicas {nomeadamente no liquido cefalorraquideo) ou a partir de colonias em cultura.
A Tinta da China € utilizada como material contrastante: a capsula polissacdrida do Cryptococcus ssp. exclui a

tinta, criando um halo transparente ao redor da célula fungica.

4.2 Material e equipamento

-Ansas;

- Camara humida;
-Centrifuga;
-Lamelas;
-Ldminas;
-Pipetas;

-Soro fisiolégico;
-Tinta da China;

-Tubos de centrifuga.
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ﬁ C H M T INSTRUGAO DE TRABALHO
EXAME DIRETO A FRESCO COM CONTRASTE NEGATIVO POR TINTA DA

CenTra HospiTaLAR MED © TENO, ERE

CHINA

4.3, Procedimento Técnico

De acordo com o tipo de amostra:

4.3.1 - Amostras biolégicas liquidas ou cultura em meio liquido

4.3.2

5. Bibliografia

1.
2.
3.

Com uma pipeta colocar a amostra (ou parte dela) num tubo de centrifuga;

Centrifugar a 1500 rpm durante 20 minutos;

Colocar uma gota de Tinta da China e uma gota de soro fisiologico num tubo e
homogeneizar;

Retirar uma gota do sedimento usando uma pipeta e colocar no tubo com a Tinta da China
diluida, homogeneizando em seguida;

Caso seja necessario uma preparacdo com tonalidade mais clara, juntar uma pequena gota
de soro fisiologico & prepara¢do descrita no ponto 4. Se for necessaria uma tonalidade
mais escura, adicionar uma pequena gota de Tinta da China a mesma preparagdo;

Da preparacdo anterior retirar uma pequena gota, usando uma pipeta, e colocar sobre
uma lamina;

Sobrepor cuidadosamente uma lamela (sem formar bolhas);

Colocar em cdmara hamida.

- Colénias em meio de cultura sélido

1.

Colocar uma gota de Tinta da China e uma gota de soro fisiologico num tubo e
homogeneizar;

Retirar uma porgdo da coldnia a estudar com uma ansa e colocar no tubo com a Tinta da
China diluida, homogeneizando em seguida;

Caso seja necessario uma preparagdo com tonalidade mais clara, juntar uma pequena gota
de soro fisioldgico A preparagdio descrita no ponto 2. Se for necesséria uma tonalidade
mais escura, adicionar uma pequena gota de Tinta da China 3 mesma preparacdo;

Da preparacio anterior retirar uma pequena gota, usando uma pipeta, e colocar sobre
uma lamina;

Sobrepor cuidadosamente uma lamela (sem formar bolhas);

Colocar em cdmara hiamida.

“OrientacBes para a elaboracdo de um Manual de Boas Prdcticas em Bacteriologia”, Ministério da
Saude, Instituto Nacional Dr. Ricardo Jorge, 2004.
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ANEXO X - Orientagao DGS 006/2010]| Enterobacteriaceae produtoras da
carbapenemase New Delhi metalo- B-lactamase | (NDM-1)



Direc¢do-Geral da Saude
www.dgs.pt

ORIENTACAO i

DA DIRECCAO-GERAL DA SAUDE s/t

04/10/2010

Enterobacteriaceae produtoras da carbapenemase New Delhi metalo-B-lactamase 1
(NDM-1)

Antimicrobianos

Laboratorios do Sistema Nacional de Saude

Departamento da Qualidade na Saude; cristinacosta@dgs.pt

Nos termos da alinea c) do n? 2 do artigo 22 do Decreto Regulamentar n2 66/2007, de 29 de Maio,
na redaccdo dada pelo Decreto Regulamentar n? 21/2008, de 2 de Dezembro, emite-se a
Orientacao seguinte:

1. Os laboratérios de microbiologia, sempre que identifiguem uma estirpe bacilo Gram
negativo resistente ou de susceptibilidade diminuida aos carbapenemos, deverdo
confirmar a concentracdo inibitéria minima (CMI) ao Imipenemo por Etest, assim como a
producdo de uma metalo-B-lactamase por inibicdo com o EDTA, utilizando a tira dupla de
Etest (Imipenemo+EDTA).

2. Em caso de resultado positivo, o laboratério deverd preservar a estirpe e proceder ao seu
envio para o Laboratdério Nacional de Referéncia de Resisténcia aos Antimicrobianos, no
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge. Esta entidade ira assegurar a pesquisa
do gene de resisténcia por sequenciacdo, o que, confirmando-se, levard a caracterizagao
do gene de resisténcia, a avaliacdo da extensdo da sua disseminacdo em Portugal e a
detecgdo/caracterizacdo de clones epidémicos.

3. A avaliacdo da extensdo da sua disseminacdo em Portugal serd divulgada pela Direccao-
Geral da Saude.

4. Face a suspeita de infeccdo ou colonizagdo por Enterobacteriaceae produtoras da
carbapenemase New Delhi metalo-B-lactamase (NDM-1), ha que aplicar de imediato as
medidas preconizadas pela Comissdao de Controlo de Infeccdo, nomeadamente:

a) Implementar precaucdes basicas, de que é exemplo o reforco da higiene das maos, e
precaucdes de contacto desde a admissao, de acordo com o estabelecido no Programa
Nacional de Controlo de Infec¢do (www.dgs.pt — Microsite do Controlo de Infec¢do);

b) Efectuar rastreio com zaragatoa rectal a todos os doentes “criticos”, designadamente
gue tenham efectuado viagens aos paises afectados ou tenham tido contacto com
casos suspeitos.

5. O laboratério que detecta uma estirpe suspeita deve notificar, de imediato, as seguintes
entidades:

a) orequisitante;

b) a Comissdo de Controlo de Infec¢do (CCl), em caso de laboratério hospitalar;

c) a Direccdo-Geral da Saude (cristinacosta@dgs.pt) .

6. As CCl, perante a situacdo, devem investigar se a estirpe foi isolada em doente proveniente
de pais afectado ou provindo de outra instituicdo hospitalar.
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A emergente resisténcia das bactérias aos antimicrobianos é global e pode afectar todas as
bactérias e classes de antibidticos disponiveis. Esta situacdo ndo é exclusiva de estirpes
patogénicas, surgindo também em estirpes ndo patogénicas, comensais, que tém a possibilidade
de transferir o mecanismo de resisténcia para outras bactérias. A disseminacdo de estirpes
multirresistentes faz-se através de individuos colonizados ou infectados, a uma escala planetaria.
Alguns dos antibidticos de reserva, nomeadamente os carbapenemos, ja sdo ineficazes em muitas
situacbes. Em Portugal, a resisténcia aos carbapenemos é, em estirpes invasivas de K.
pneumoniae, inferior a 1% e, na Pseudomonas aeruginosa, atinge os 17,7%.

Na Europa, foi descrita recentemente a presenga de uma nova enzima, a New Delhi Metalo-3-
lactamase 1 (NDM-1), que confere resisténcia aos antibidticos -lactamicos disponiveis, incluindo
os carbapenemos. Esta enzima foi detectada em 2008, numa estirpe de K. pneumoniae, em
doentes tratados num hospital de New Delhi, na india. Desde ent3o, tem sido identificada em
varias espécies da familia das Enterobacteriaceae, assim como na Acinetobacter baumannii. Estas
bactérias foram encontradas no Reino Unido, India, Paquistdo, Bangladesh, Australia, Estados
Unidos da América, Canada, Alemanha, Holanda, Bélgica e Franca.

O European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) estd a monitorizar a situagdo,
conjuntamente com as autoridades de saude publica europeias e, naturalmente, com a Direcg¢do-
Geral da Saude.
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Direcao-Geral da Saude

NUMERO: 004/2013
DATA: 08/08/2013
ATUALIZACAO:  13/11/2015

ASSUNTO: Vigilancia Epidemiolégica das Resisténcias aos Antimicrobianos
PALAVRAS-CHAVE: Resisténcias aos Antimicrobianos
PARA: Todos os laboratoérios do Sistema de Saude e Grupos de Coordenacgdo Local e

Regional do Programa de Prevencdo e Controlo de Infe¢des e de Resisténcia aos
Antimicrobianos

CONTACTOS: Departamento da Qualidade na Saude (dgs@dgs.pt)

Nos termos da alinea a) do n° 2 do artigo 2° do Decreto Regulamentar n° 14/2012, de 26 de janeiro, por
proposta conjunta do Departamento da Qualidade na Saude e da Ordem dos Médicos, a Direcao-Geral
da Saude emite a seguinte;

NORMA

1. A dinamizacdo do Sistema de Vigilancia Epidemioldgica das Resisténcias aos Antimicrobianos tem de
radicar na notificacdo imediata de microrganismos “alerta” e na notificacdo mediata de

microrganismos “problema”. Assim:

a) Tem de ser obrigatéria a notificacdo a Direcdo-Geral da Saude (DGS) e ao Instituto Nacional
de Salde Doutor Ricardo Jorge (INSA) dos microrganismos “alerta”, por todos os

laboratérios de patologia clinica/microbiologia do sistema de salde, da seguinte forma:

(i) A notificagdo de microrganismos “alerta” tem de ocorrer num prazo maximo de

48 horas:
(i) Devem ser considerados microrganismos “alerta” ":
a. Staphylococcus aureus com resisténcia a vancomicina (VRSA);
b. Staphylococcus aureus com resisténcia ao linezolide;
¢. Staphylococcus aureus com resisténcia a daptomicina;
d. Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis com resisténcia ao linezolide;

e. Enterobacteriaceae com suscetibilidade intermédia ou resisténcia aos

carbapenemes e/ou presumiveis produtoras de carbapenemases;
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f. Pseudomonas aeruginosa com resisténcia a colistina;
8. Acinetobacter spp. com resisténcia a colistina.

(iii)  Estes microrganismos devem ser notificados, independentemente do tipo de
amostras em que forem isolados, sejam os exames destinados ao diagnostico
etiolégico da infe¢do, ao estudo de coloniza¢do ou ainda a avaliagdo ambiental

em unidades de salde;

(iv) O microrganismo isolado deve ser conservado e enviado, em cultura pura, ao
Instituto Nacional de Sadde Doutor Ricardo Jorge (INSA), a fim de ser validado o
padrdo de resisténcia e, sempre que se justifique, estudado o respetivo

mecanismo de resisténcia.

b) Tem de ser obrigatéria a notificacdo a Direcdo-Geral da Saude e ao Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) dos microrganismos “problema”, por todos os

laboratérios de patologia clinica/microbiologia do sistema de salde, da seguinte forma:

(i) A notificagdo de microrganismos “problema” tem de ocorrer com uma

periodicidade de 3 meses, no maximo;
(i) Devem incluir-se neste grupo os seguintes microrganismos “problema”:

a. Origem invasiva [sangue e liquido cefalorraquidiano (LCR)I:
i.  Pseudomonas aeruginosa (ver Anexo |, Quadro 1);
ii. Acinetobacter spp. (ver Anexo |, Quadro 2).
iii. Enterobacteriaceae (ver Anexo |, Quadro 3);
iv. Staphylococcus aureus (ver Anexo |, Quadro 4);
v. Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium (ver Anexo |, Quadro 5);
vi. Streptococcus pneumoniae (ver Anexo |, Quadro 6).

b. Outra origem:

i. Clostridium difficile.

(iii) Todos estes microrganismos tém de ser notificados, independentemente da sua
suscetibilidade aos antimicrobianos que constam na “folha de registo de dados”
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da plataforma ja utilizada pelo EARS-Net (European Antimicrobial Resistance

Surveillance Network) disponivel em www.insa.pt;

(iv) O envio dos resultados dos microrganismos “problema” ao INSA tem de ser
efetuado de acordo com o estipulado para cada microrganismo e com o seu

significado epidemioldgico, indicado pela plataforma ja utilizada pelo EARS-Net;

(v) O envio dos microrganismos “problema” ao INSA, em cultura pura deve ser
efetuado apenas para uma amostragem com significado epidemiolégico e com

carater prospetivo, a indicar, antecipadamente, pelo INSA.
2. Laboratérios nacionais:

a) Todos os laboratérios tém obrigatoriamente de se registar na Direcdo-Geral da Saude (DGS)

€ no Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), mediante o preenchimento e

devolucao do “formuladrio de registo do laboratério”, solicitado através do endereco

rnvlra@insa.min-saude.pt;

b) Todos os laboratérios nacionais participantes no programa EARS-Net e, por conseguinte, ja
integrados neste sistema de vigilancia epidemiolégica devem utilizar os cddigos existentes e

os restantes serdo informados dos respetivos cédigos, pelo INSA;

¢) A notificacdo e o envio da estirpe devem ser da responsabilidade do diretor técnico do

laboratério, ou de quem detenha fun¢do equivalente;

d) A notificacdo é obrigatéria e realizada por via eletrénica pelo laboratério, utilizando o

formato ja utilizado para o EARS-Net;

e) A notificacdo tem de ser enviada para o endereco rnvlra@insa.min-saude.pt

3. Ao INSA compete verificar e registar a rece¢do da notificacdo e dos microrganismos e informar a
rececdo das mesmas aos notificadores. A DGS e o INSA tomam conhecimento da notificacdo dos

microrganismos “alerta” e “problema” em simultaneo.

4. O INSA tem de informar a DGS e o laboratério de origem sobre a confirmagao do resultado do
microrganismo “alerta” isolado e, se for caso disso, dos mecanismos de resisténcia envolvidos, num

prazo indicativo de um més, maximo de dois meses, ap0s recec¢ao do isolado.
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5. O INSA tem de enviar a DGS os resultados acumulados sobre os microrganismos “problema” com

uma periodicidade ndo superior a doze meses;

6. A DGS tem de promover, nos casos relevantes, o contato com o laboratério de microbiologia e com

os Grupos de Coordenagdo Local do PPCIRA (GCL - PPCIRA) da unidade de saude de origem para

que, localmente:

a) Exista notificacdo interna da detecdo do microrganismo para o Diretor Clinico e Enfermeiro-

Diretor;

b) Sejam adotadas as medidas adequadas para o controlo e prevencdo de transmissao cruzada;

¢) Seja disponibilizada a colaboracdo técnico-cientifica que a unidade de salde possa necessitar.

7. Adicionalmente ao indicado nos pontos 3, 4, 5 e 6 da presente Norma, a DGS e o INSA tém de:

a) INSA:

Realizar avaliagdo externa da qualidade dos procedimentos laboratoriais, dando

relato a cada laboratério e a DGS de inconformidades verificadas;

Manter lista de laboratérios inscritos na rede de vigilancia e de laboratérios

notificadores, enviando lista atualizada a DGS no inicio de cada ano;

Manter lista de microrganismos alerta notificados e confirmados laboratorialmente, e
do seu mecanismo de resisténcia, por instituicdo, enviando lista atualizada a DGS com

periodicidade ndo superior a um més;

b) DGS:

i.  Realizar relatérios anuais sobre microrganismos “problema” e microrganismos “alerta”
e sobre uso de antimicrobianos em cada unidade de salude [unidade local de saude
(ULS), centros hospitalares ou hospitais];

ii. Enviar a cada conselho de administra¢do, Grupo de Coordenag¢do Local do PPCIRA e
laboratério de microbiologia o relatorio sobre o seu hospital/centro hospitalar/
unidade local de saude (ULS); e

ii. Enviar ao conselho diretivo da administracdo regional de saude (ARS) e Grupo de
Coordenacdo Regional do PPCIRA os dados dos hospitais da respetiva ARS.
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8. A publicacdo de dados por terceiros obtidos no ambito deste programa de vigilancia epidemiolégica

tem de ser obrigatoriamente autorizada, por escrito, previamente, pelo INSA e pela DGS.

9. Qualquer excecdao a Norma é fundamentada no sitio do Programa Nacional para Prevenc¢do e

Controlo de Infe¢Bes e de Resisténcia aos Antimicrobianos (ppcira@dgs.pt).
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Instrumento de Auditoria Clinica

Norma “Vigilancia Epidemiolégica das Resisténcias aos Antimicrobianos”

Unidade:

Data:_ / / Equipa auditora:

1: Notificagdo Obrigatéria: Microrganismos “Alerta”

Critérios

Sim

Nao

N/A

EVIDENCIA/FONTE

Existe evidéncia de que a nivel do laboratério de patologia clinica/microbiologia
do sistema de salde a notificacdo imediata obrigatéria dos microrganismos
“alerta” a Dire¢do-Geral da Saude (DGS) e ao Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge (INSA), ocorre num prazo de 48 horas

Existe evidéncia de que na notificacdo obrigatéria de microrganismos “alerta”
sdo considerados os seguintes: Staphylococcus aureus com resisténcia a
vancomicina (VRSA); Staphylococcus aureus com resisténcia ao linezolide;
Staphylococcus aureus com resisténcia a daptomicina;  Enterococcus faecium e
Enterococcus faecalis com resisténcia ao linezolide; Enterobacteriaceae com
suscetibilidade intermédia ou resisténcia aos carbapenemes e/ou presumiveis
produtoras de carbapenemases; Pseudomonas aeruginosa com resisténcia a
colistina; Acinetobacter spp. com resisténcia a colistina

Existe evidéncia de que o laboratério de patologia clinica/microbiologia do
sistema de salde notifica os microrganismos “alerta”, independentemente do
tipo de amostras em que foram isolados, sejam os exames destinados ao
diagnéstico etiologico da infecao, ao estudo de colonizacdo ou ainda a avaliagdo
ambiental em unidades de salide

Existe evidéncia de que o laboratério de patologia clinica/microbiologia do
sistema de salde conserva o microrganismo isolado e envia-o, em cultura pura,
ao Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), a fim de ser validado
o padrdo de resisténcia e, sempre que se justifique, estudado o respetivo
mecanismo de resisténcia

Sub-total

0

iNDICE CONFORMIDADE

%

2: Notificacdo Obrigatdéria: Microrganismos “Problema

”

Critérios

Sim

Nao

N/A

EVIDENCIA/FONTE

Existe evidéncia de que a nivel do laboratério de patologia clinica/microbiologia
do sistema de saude a notificacdo imediata obrigatéria a Dire¢do-Geral da Saude
(DGS) e ao Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), dos
microrganismos “problema” ocorre com uma periodicidade de 3 meses, no
maximo

Existe evidéncia de que na notificacdo obrigatéria dos microrganismos
“problema” sdo incluidos os seguintes microrganismos de origem invasiva
[sangue e liquido cefalorraquidiano (LCR)]: Pseudomonas aeruginosa (ver Anexo |,
Quadro 1); Acinetobacter spp. (ver Anexo |, Quadro 2); Enterobacteriaceae (ver
Anexo |, Quadro 3); Staphylococcus aureus (ver Anexo |, Quadro 4); Enterococcus
faecalis e Enterococcus faecium (ver Anexo |, Quadro 5); Streptococcus pneumoniae
(ver Anexo |, Quadro 6), nos termos da presente Norma

Existe evidéncia de que na notificacdo obrigatéria dos microrganismos
“problema” é incluido o Clostridium difficile

Existe evidéncia de que o laboratério de patologia clinica/microbiologia do
sistema de saude notifica os microrganismos “problema”, independentemente
da sua suscetibilidade aos antimicrobianos que constam na “folha de registo de
dados” da plataforma j& utilizada pelo EARS-Net (European Antimicrobial
Resistance Surveillance Network) disponivel em www.insa.pt

Existe evidéncia de que o laboratério de patologia clinica/microbiologia do
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sistema de saude envia os resultados dos microrganismos “problema” ao
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), de acordo com o
estipulado para cada microrganismo e com o seu significado epidemiolégico,
indicado pela plataforma ja utilizada pelo EARS-Net

Existe evidéncia de que o laboratério de patologia clinica/microbiologia do
sistema de saude envia os microrganismos “problema” ao Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), em cultura pura, efetuado apenas para uma
amostragem com significado epidemioldgico e com carater prospetivo, a indicar,
antecipadamente, pelo Instituto Nacional de Saide Doutor Ricardo Jorge (INSA)

Sub-total

0

iNDICE CONFORMIDADE

%

3: Outras Responsabilidades dos Laboratérios

Nacionais

Critérios

Sim

Nao

N/A

EVIDENCIA/FONTE

Existe evidéncia de que o laboratério se regista na Dire¢do-Geral da Saude (DGS)
e Instituto Nacional de Saldde Doutor Ricardo Jorge (INSA), mediante o
preenchimento e devolugdo do “formulario de registo do laboratério”, solicitado

através do endereco rnvlra@insa.min-saude.pt

Existe evidéncia de que o laboratério participante no programa EARS-Net e, por
conseguinte, ja integrado neste sistema de vigilancia epidemiolégica, utiliza os
cbédigos existentes

Existe evidéncia de que a nivel do laboratério a notificacdo e o envio da estirpe
séo da responsabilidade do diretor técnico do laboratério, ou de quem detenha
fun¢do equivalente

Existe evidéncia de que a nivel do laboratério a notificagdo é obrigatéria e
realizada por via eletrénica pelo laboratério, utilizando o formato ja utilizado
para o EARS-Net

Existe evidéncia de que o laboratério envia a notificagdo para o enderego
rnvlira@insa.min-saude.pt

Sub-total

iNDICE CONFORMIDADE

%

4: INSA

Critérios

Sim

N/A

EVIDENCIA/FONTE

Existe evidéncia de que o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA) verifica e regista a rececdo da notificacdo de microrganismos “alerta” e
“problema”

Existe evidéncia de que o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA) toma conhecimento da notificagdo dos microrganismos “alerta”, em
simultdneo com a Dire¢do-Geral da Saude (DGS)

Existe evidéncia de que o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA) toma conhecimento da notificagdo dos microrganismos “problema”

Existe evidéncia de que o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA) informa o laboratério respetivo da rece¢do da(s) notificacdo(bes)

Existe evidéncia de que o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA) informa a Direcdo-Geral da Salude (DGS) sobre a confirmagdo do
resultado do microrganismo “alerta” isolado e, se for caso disso, dos
mecanismos de resisténcia envolvidos, num prazo indicativo de um més,
maximo de dois meses, apos rececdo do isolado

Existe evidéncia de que o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA) informa o laboratério de origem sobre a confirmacdo do resultado do
microrganismo “alerta” isolado e, se for caso disso, dos mecanismos de
resisténcia envolvidos, num prazo indicativo de um més, maximo de dois meses,
apos recec¢do do isolado

Existe evidéncia de que o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA) envia a Dire¢do-Geral da Saude (DGS) os resultados acumulados sobre os
microrganismos “problema” com uma periodicidade ndo superior a doze meses

Existe evidéncia de que o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA) realiza avaliagdo externa da qualidade dos procedimentos laboratoriais,
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dando relato a cada laboratério e a Direcdo-Geral da Saude (DGS) de
inconformidades verificadas

Existe evidéncia de que o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA) mantem lista de laboratérios inscritos na rede de vigilancia e de
laboratérios notificadores, enviando lista atualizada a Dire¢do-Geral da Saude
(DGS) no inicio de cada ano

Existe evidéncia de que o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA) mantem lista de microrganismos alerta notificados e confirmados
laboratorialmente, e do seu mecanismo de resisténcia, por institui¢do, enviando
lista atualizada a Dire¢do-Geral da Saude (DGS) com periodicidade ndo superior
a um més

Existe evidéncia de que o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA) informa o laboratério, que inicia participagdo no programa EARS-Net, do
respetivo codigo

Sub-total

iNDICE CONFORMIDADE

%

5: Dire¢do-Geral da Saude

Critérios

Sim | Nao

N/A

EVIDENCIA/FONTE

Existe evidéncia de que a Dire¢do-Geral da Saude (DGS) toma conhecimento da
notificacdo dos microrganismos “alerta”

Existe evidéncia de que a Dire¢do-Geral da Saude (DGS) toma conhecimento da
notificagdo dos microrganismos “problema”, em simultdneo com o Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA)

Existe evidéncia de que a Dire¢do-Geral da Saude (DGS) promove nos casos
relevantes, o contato com o laboratério de microbiologia e com os Grupos de
Coordenacgdo Local do PPCIRA (GCL - PPCIRA) da unidade de saude de origem
para que, localmente: exista notificacdo interna da dete¢do do microrganismo
para o diretor clinico e enfermeiro-diretor; sejam adotadas as medidas
adequadas para o controlo e prevencdo de transmissdo cruzada; seja
disponibilizada a colaboragao técnico-cientifica que a unidade de salde possa
necessitar

Existe evidéncia de que a Direcdo-Geral da Saude (DGS) realiza relatérios anuais
sobre microrganismos “problema” e microrganismos “alerta” e sobre uso de
antimicrobianos em cada unidade de salde [unidade local de saude (ULS),
centros hospitalares ou hospitais]

Existe evidéncia de que a Dire¢do-Geral da Saude (DGS) envia a cada conselho
de administracdo, Grupo de Coordenacao Local do PPCIRA e laboratério de
microbiologia o relatério sobre o seu hospital/centro hospitalar/ unidade local
de saude (ULS)

Existe evidéncia de que a Diregdo-Geral da Saude (DGS) envia ao conselho
diretivo da administra¢cdo regional de saude (ARS) e Grupo de Coordenagdo
Regional do PPCIRA os dados dos hospitais da respetiva Administracdo Regional
de Saude (ARS)

Sub-total

0 0

iNDICE CONFORMIDADE

%

6: Publicacdo de Resultados Por Terceiros

Critérios

Sim | Nao

N/A

EVIDENCIA/FONTE

Existe evidéncia de que a publicacdo de dados por terceiros obtidos no ambito
do programa de vigilancia epidemiolégica é autorizada obrigatoriamente por
escrito, previamente, pelo Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
(INSA) e Direcdo-Geral da Saude (DGS)

Sub-total

iNDICE CONFORMIDADE

Avaliacdo de cada padrao: x = —oaderespostas I 100= (|Q) de

Total de respostas aplicaveis
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11.A presente Norma, atualizada com os contributos cientificos recebidos durante a discussdo publica,

revoga a versao de 08/08/2013 e sera atualizada sempre que a evolu¢do da evidéncia cientifica assim
o determine.

12.0 texto de apoio seguinte orienta e fundamenta a implementacdo da presente Norma.

T e Bl

Francisco George
Diretor-Geral da Saude
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TEXTO DE APOIO

Conceito, defini¢bes e orientag¢des

A. Consideram-se microrganismos “alerta”, os que apresentam um padrdo de resisténcia ou

suscetibilidade intermédia aos antimicrobianos, pouco habitual ou de baixa prevaléncia em Portugal
e que, por esta razao, o seu isolamento implique a implementa¢do de medidas urgentes para a sua
contencdo. Os critérios utilizados para definir estes microrganismos estdo baseados nas
recomendacdes do EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)®, ja
implementadas nos laboratérios de microbiologia do Servico Nacional de Saude (SNS) desde Janeiro

de 2014.

B. Consideram-se microrganismos “problema”, os microrganismos que causam frequentemente doencga

e com taxas de resisténcia epidemiologicamente significativa.

. Neste programa de vigilancia epidemiolégica, considera-se o registo do isolamento das espécies
bacterianas indicadas na presente Norma: em 1 b) (i) a., com origem no sangue e liquido
cefalorraquidiano (LCR), sendo determinada a suscetibilidade aos antimicrobianos indicados nos
qguadros respetivos, registado e reportado o resultado (suscetivel, intermédio, ou resistente); e em 1
b) (ii) b., com outra origem. Os critérios utilizados para definir estes microrganismos estao baseados
nas recomendacdes do EUCAST®, j& implementadas nos laboratérios de microbiologia desde Janeiro

de 2014.

Fundamentacdo

A. A resisténcia aos antimicrobianos € um problema emergente nos cuidados de saude, com

implicacdes diretas na morbilidade e mortalidade. Neste contexto, prevenir a emergéncia e a
transmissdo cruzada de microrganismos com suscetibilidade intermédia ou resisténcia aos

antimicrobianos é o objetivo desta norma.

. O INSA esta capacitado como o uUnico laboratério de referéncia nacional na area da resisténcia aos

antimicrobianos.

. Pretende-se dinamizar o sistema de vigilancia epidemioldgica de microrganismos com resisténcia aos

antibiéticos, a partir do ja proporcionado pelo programa EARS-Net, a decorrer em Portugal desde
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1999, tornando mais eficaz a utilizacdo da sua base de dados. O sistema de vigilancia epidemiol6gica
de microrganismos resistentes devera ser baseado num processo mais participado por todos os que
dele possam usufruir, de modo a permitir a constru¢do de uma base de dados mais representativa
da situacao nacional. Este sistema devera ainda permitir avaliar a evolu¢do das taxas de resisténcia
aos antibidticos, avaliar o impacto da introducdo de medidas corretivas, detetar e dar resposta a

surtos, e dar cumprimento s obrigacdes patentes nas recomendacdes da Comissao Europeia®.

D. Adicionalmente, o bom fluxo de informacdo, em circuito, desde os laboratérios de microbiologia para
0 INSA e a DGS e dai de volta para os laboratérios de microbiologia e Grupos de Coordenacgao Local
do PPCIRA permitird fundamentar a implementacdo, alteracdo ou modulacdo da politica de
prescricdo e consumo de antimicrobianos local e, sempre que se justifique, de medidas para evitar a
emergéncia ou transmissao de microrganismos resistentes e de infe¢des, através das boas praticas

de controlo de infecdo.

E. Com estes objetivos, é necessario agilizar o atual sistema de vigilancia epidemiolégica, tornando-o
capaz de, ndo so, realizar a monitorizagdo continua de microrganismos com suscetibilidade
intermédia ou resisténcia e multirresisténcia, mas também, detetar a emergéncia de surtos ou de
microrganismos com resisténcias particulares, permitindo o planeamento e execucdo de respostas

rapidas para o seu controlo.

Avaliacao

A. A avaliacdo da implementacdo da presente Norma é continua, executada a nivel local, regional e

nacional, através de processos de auditoria interna e externa.

B. A parametrizacdo dos sistemas de informacdo para a monitorizacdo e avaliagdo da implementacgdo e
impacte da presente Norma é da responsabilidade das administracBes regionais de saude e das

dire¢des dos hospitais.

C. A efetividade da implementacdo da presente Norma nos cuidados hospitalares e a emissao de
diretivas e instru¢des para o seu cumprimento é da responsabilidade dos conselhos clinicos dos

agrupamentos de centros de saude e das direc¢des clinicas dos hospitais.

D. A implementacdo da presente Norma pode ser monitorizada e avaliada através dos seguintes

indicadores:
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1) Percentagem (%) de laboratérios inscritos na rede de vigilancia:
a) Numero de laboratérios inscritos na rede de vigilancia;
b) NUmero total de laboratérios nacionais.

2) Percentagem (%) de laboratérios inscritos e a debitar informacdo para a rede de vigilancia:
a) Numero de laboratérios inscritos e a debitar informacao para a rede de vigilancia;
b) NUmero total de laboratérios nacionais.

3) Numero de relatérios mensais enviados pelo INSA a DGS com a lista de microrganismos alerta
notificados e confirmados laboratorialmente, e do seu mecanismo de resisténcia, por

instituicdo/unidade de saude/12 meses.

Comité Cientifico

A. A presente Norma foi elaborada no ambito do Departamento da Qualidade na Saude da Direc¢do-
Geral da Saude e do Conselho para Auditoria e Qualidade da Ordem dos Médicos, através dos seus
colégios de especialidade, ao abrigo do protocolo existente entre a Direcdo-Geral da Saude e a

Ordem dos Médicos.

B. A elabora¢do da proposta da presente Norma foi efetuada por José Artur Paiva (coordenagdo
cientifica), Manuela Canica (coordenacdo laboratorial), Anténio Sousa Uva, Eugénia Ferreira, Jorge

Machado, Margarida Pinto, Valquiria Alves e Vera Manageiro.

C. Todos os peritos envolvidos na elaboracdo da presente Norma cumpriram o determinado pelo
Decreto-Lei n.° 14/2014 de 22 de janeiro, no que se refere a declaracdo de inexisténcia de

incompatibilidades.

D. A avaliacdo cientifica do conteldo final da presente Norma foi efetuada no ambito do Departamento

da Qualidade na Saude.

Coordenacdo executiva

A coordenacdo executiva da atual versdao da presente Norma foi assegurada por Cristina Martins
d’Arrabida.
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Comissao Cientifica para as Boas Praticas Clinicas

Pelo Despacho n.° 8468/2015, do Secretario de Estado Adjunto do Ministro da Saude, de 23 de maio,
publicado no Diario da Repubilica, 2.7 série, n.° 149, de 3 de agosto de 2015, a Comissao Cientifica para as
Boas Praticas Clinicas tem como missdo a validac¢do cientifica do conteudo das Normas de Orientagao
Clinica emitidas pela Dire¢cdo-Geral da Saude. Nesta Comissao, a representa¢do do Departamento da

Qualidade na Salde é assegurada por Carlos Santos Moreira.

Siglas/Acrénimos

Sigla/Acrénimo Designacao

ARS Administra¢do Regional de Saude

DGS Direcdo-Geral da Saude

INSA Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge
SNS Servico Nacional de Saude

ULS Unidade Local de Saude
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ANEXOS
Anexo | - Quadros

Agentes antimicrobianos que devem ser testados:

Quadro 1: Pseudomonas aeruginosa

Categoria do antimicrobiano Antimicrobiano
Penicilina anti-pseudomona + inibidor das beta-lactamases Piperacilina-tazobactame
Cefalosporinas anti-Pseudomonas Ceftazidima
Cefepima
Carbapenemes Imipenemo
Meropenemo
Fluoroquinolonas Ciprofloxacina

Levofloxacina

Aminoglicosideos Gentamicina

Tobramicina

Amicacina

Netilmicina
Polimixinas Colistina
Quadro 2: Acinetobacter spp.

Categoria do antimicrobiano Antimicrobiano
Carbapenemes Imipenemo
Meropenemo

Fluoroquinolonas Ciprofloxacina

Levofloxacina

Aminoglicosideos Gentamicina

Tobramicina

Amicacina
Inibidores dos folatos Co-trimoxazol
Polimixinas Colistina
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Quadro 3: Enterobacteriaceae

Categoria do antimicrobiano

Penicilinas

Penicilina + Inibidor das beta-lactamases

Penicilina anti-pseudomonas + inibidor das beta-lactamases
Cefalosporinas de 12 e 22 geragcao

Cefalosporinas de 3? e 4 geragdo

Cefamicinas

Carbapenemes

Monobactam
Inibidores dos folatos

Aminoglicosideos

Fluoroquinolonas

Fenicol
Glicilciclinas
Polimixinas

Acido fosfénico

Antimicrobiano

Ampicilina ou Amoxicilina

Amoxicilina-Acido clavulanico

Piperacilina-tazobactame
Cefuroxima

Cefotaxima ou Ceftriaxone
Ceftazidima

Cefepima

Cefoxitina

Ertapenemo
Imipenemo

Meropenemo
Aztreonam
Co-trimoxazol

Gentamicina

Amicacina

Ciprofloxacina
Levofloxacina
Ofloxacina

Moxifloxacina
Cloranfenicol
Tigeciclina
Colistina

Fosfomicina
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Quadro 4: Staphylococcus aureus

Categoria do antimicrobiano Antimicrobiano

Beta-lactamico anti-estafilocécico (ou cefamicina) Oxacilina (ou cefoxitina)

Glicopéptidos Vancomicina
Teicoplanina
Oxazolidinonas Linezolide

Lipopeptidos Daptomicina
Fluoroquinolonas Ciprofloxacina
Levofloxacina

Moxifloxacina

Ansamicina

Rifampicina

Quadro 5: Enterococcus faecalis e faecium

Categoria do antimicrobiano

Antimicrobiano

Penicilinas

Glicopéptidos

Oxazolidinonas

Glicilciclinas

Ampicilina
Vancomicina
Teicoplanina
Linezolide

Tigeciclina

Aminoglicosideos (alta concentragdo - HC)

Gentamicina HC (30)

Estreptomicina HC (300)
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Quadro 6 - Streptococcus pneumoniae

Categoria do antimicrobiano Antimicrobiano

Beta-lactamicos Penicilina
Macrélidos Eritromicina
Claritromicina

Azitromicina

Cefalosporinas de 32 geracao Cefotaxima
Ceftriaxone
Fluoroquinolonas Levofloxacina

Moxifloxacina
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INSTRUCAO DE TRABALHO

LRCHMT

CenTrRO HOSPITALAR MEDIO TE)0, ERE. MAN'PULACAO E CONSERVACAO DE ESTlRPES BACTERIANAS

1. Objetivo

Estabelecer os procedimentos para a manipulagdo e conservagdo de estirpes utilizadas para controlo de

qualidade interno ou para outros fins.

2. Ambito

Aplica-se ao Servico de Patologia Clinica.

3. DefinicOes

ATCC - “American Type Culture Collection”;

CQl - Controlo de Qualidade Interno;

GS - Gelose de sangue;

Passagem - Repicagem de uma estirpe bacteriana a partir de um meio de cultura para outro fresco;
PVX - Gelose de chocolate enriquecida com PolyViteX;

TSA - Teste de suscetibilidade aos antibidticos.

4. Descricdo
4.1. Principio
A correta manipulagdo das estirpes bacterianas permite preservar as suas caracteristicas fenotipicas. No caso

das estirpes ATCC permite garantir que os testes efetuados tém resultados fidedignos.

4.2, Material e Equipamentos
- Agulhas esterilizadas;

- Ansas esterilizadas;

- Cdmara de fluxo laminar;

- Congelador (-20°C);

- Estirpes bacterianas em cultura pura em meio ndo seletivo, com 18 a 24 horas de incubacdo;
- Estirpes padrao ATCC;

- Estufa {35 £ 2°C);

- Frigorifico (2 - 8°C);

- Meio de cultura (GS ou PVX});
- Pinga esterilizada;

- Pipetas esterilizadas;

- Tubos para criopreservacdo de estirpes bacterianas.
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4.3. Procedimento Técnico - Manipulagdo de Estirpes ATCC Novas

1. Selecionar o meio de cultura adequado (ver Tabela 1) e deixa-lo a temperatura ambiente;

Tabela 1: Meio de Cultura e Condigdes de Incubacio

ESPECIE ATCC MEIO DE CULTURA INCUBACAO
Escherichia coli 25922 GS 35+2°C
Pseudomonas aeruginosa 27853 GS 35+2°C
Enterococcus faecalis 29212 GS 35+ 2°C com CO,
Staphylococcus aureus 29213 GS 35+ 2°C com CO,
Streptococcus pneumoniae 49619 PVX 35+ 2°Ccom CO,

2. Identificar a placa a semear com:

- Estirpe utilizada;

- Origem (ATCC e respetivo nimero, ou outra);

- Data de sementeira.

3. Seguir as instrug6es do fabricante para a manipulagdo e sementeira das estirpes ATCC (ver bula);

4. Incubar na estufa com a atmosfera indicada na Tabela 1, por um periodo aproximado de 18 a 24 horas;

5. Apds a incubagdo verificar a qualidade da cultura {(pureza e caracteristicas macroscopicas):

5.1. Se a cultura estiver conforme esperado, fazer a partir desta, as culturas para armazenamento e

subcultura para trabalho (ver pontos 4.4. e 4.5.);

5.2. Caso haja algum problema com a cultura, nomeadamente contaminacdo, tentar recuperar a

estirpe original. Se tal ndo for possivel, utilizar uma estirpe nova.

Nota: Segundo as recomendacgdes atuais, as estirpes a utilizar para CQI ndo devem ser sujeitas a mais do que

cinco passagens, para minimizar a possibilidade de alteragdes fenotipicas, genotipicas ou de contaminacéo.

ATCL Cubture
Passage 0

Working Cultures
Passage 2
& Aeplicates

Stock Cultures
Fassage 1
5 Rephizates

(Imagem de “Reference Strains: how many passages are too many”, ATCC Tech Builetin no.6, 2013)
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4.4. Culturas para Armazenamento

As culturas para armazenamento servem para preservar estirpes bacterianas para fins epidemiolégicos ou de
€Ql, por periodos prolongados. Devem ser feitas em tubos de criopreservagdo a temperatura de -80°C ou, por
periodos de tempo mais curtos, a temperatura de -20°C (ver estabilidade previsivel, no ponto 4.4.1.}.

No caso especifico das estirpes padrdo ATCC originais, devem preparar-se tubos com culturas de
armazenamento, conforme tabela do ponto 4.4.1. Ter em atencdo que o nimero de culturas a preparar pode
variar em fun¢io do prazo de validade das estirpes fornecidas ou de outros fatores a ter em conta para

optimizacdo de recursos e manutenc¢do de qualidade.

4.4.1. Tabela 2 - Estabilidade previsivel das estirpes bacterianas € nimero aproximado de culturas de

Armazenamento.
ESTABILIDADE
ESPECIE ATCC PREVISIVEL A -20°C N2 DE CULTURAS DE
{meses) ARMAZENAMENTO
Escherichia coli 25922 12 5
Pseudomonas aeruginosa 27853 18 8
Enterococcus faecalis 29212 78 10
Staphylococcus aureus 29213 24 10
Streptococcus pneumoniae 49619 2 3

4.4.2. Procedimento técnico

1. Identificar o tubo de criopreservagio com:
- Espécie a conservar;
- Origem {ATCC e respetivo nimero ou outra origem);

- Data de conservac¢do.

2. A partir da estirpe ATCC em cultura (obtida pele procedimento descrito no ponto anterior) ou de outra
estirpe a preservar {em cultura pura, com incubagdo entre 18 a 24 horas em meio ndo seletivo), retirar
algumas coldnias com uma ansa e colocé-las no tubo de criopreservagdo, suspendendo-as no meio liquido
entre as contas, de forma a conseguir uma densidade aproximada de 3 a 4 MacFarland;

3. Fechar bem o tubo e agita-lo suavemente, por inversdo, para homogeneizar;

4. Abrir novamente o tubo e com uma pipeta esterilizada remover 0 maximo possivel de liquido;
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5. Fechar novamente o tubo, verificando que ficou bem fechado, e armazena-lo no congelador, na caixa

destinada a esse efeitg;
6. Registar o armazenamento no IMP.SPC.043 - Armazenamento de Estirpes;

7. Criar uma folha de registo de manipulagdo, conforme IMP.SPC.044 - Manipulagéio de Estirpes Bacterianas

em Armazenarmento.

Imagem explicativa:

{imagem de MAST Cryobank™, MAST Diagnostics)

4.5, Culturas de Trabalho

As culturas de trabalho sado culturas preparadas a partir de culturas de armazenamento, ou a partir da cultura

original, e destinam-se a utilizacdo posterior para fins de CQ|, ou outros.

4.5.1. Procedimento Técnico
4.5.1.1. Cultura a partir de cultura original

1. Fazer a subcultura de trabalho apenas depois de preparar as culturas para armazenamento;
2. Selecionar o meio de cultura adequado {para estirpes padrdo ATCC ver Tabela 1} e deixd-lo a temperatura
ambiente;
3. Identificar a placa a semear com:
- Estirpe utilizada;
- Origem (ATCC e respetivo nimero, ou outra);
- Data de sementeira.
4. Fazer a sementeira como descrito na IT.SPC.040 - Subculturas;
5. Incubar na estufa com a atmosfera indicada na Tabela 1 por um periodo aproximado de 18 a 24 horas;

6. Apos a incubagdo verificar a qualidade da cultura (pureza e caracteristicas macroscépicas):

6.1. Se a cultura estiver conforme esperado pode ser utilizada para fins de CQl;
6.2. Caso haja algum problema com a cultura, nomeadamente contaminacdo, tentar recuperar a

estirpe original. Se tal ndo for possivel, utilizar uma estirpe nova.
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4.5.1.2. Cultura a partir de cultura de armazenamento

1. Selecionar o meio de cultura adequado (para estirpes padrdo ATCC ver Tabela 1} e deixa-lo a temperatura
ambiente;
2. Identificar a placa a semear com:
- Estirpe utilizada;
- Origem (ATCC e respetivo numero ou outra);
- Data de sementeira.

. Verificar a localizagdo do tubo no registo das estirpes conservadas (IMP.SPC.043 - Armazenamento de

w

Estirpes);

4. Retirar o tubo do congelador e abri-lo cuidadosamente, evitando a sua contaminagdo ou a da tampa;

5. Introduzir uma ansa ou uma agulha (esterilizadas) no orificio de uma das contas e remové-la do tubo,
depositando-a no meio a semear. Em alternativa pode utilizar-se uma pinga esterilizada;

6. Passar a conta pelo meio para que toda a sua superficie contate com 0 meio, garantindo um bom indculo e
um bom isolamento, e incubar na estufa com atmosfera apropriada (para estirpes padrdo ATCC ver Tabela
1), durante 18-24 horas. Ter o cuidado de fechar a placa com o meio de cultura enquanto se guarda a

cultura de armazenamento;

~J

. Fechar bem o tubo e armazend-lo no congelador, na caixa destinada a esse efeito, na devida posicio;

o]

. Registar a manipulagdo no IMP.SPC.044 - Manipulagiio de Estirpes Bacterianas em Armazenamento);

[€n]

. ApOs a incubagao verificar a qualidade da cultura (pureza e caracteristicas macroscopicas):
9.1. Se a cultura estiver conforme esperado, fazer a partir desta uma subcultura nas mesmas
condi¢des (meio de cultura e incubagéo}, para posterior utilizagdo;
9.2. Caso haja algum problema com a cultura, nomeadamente contaminag¢do, tentar recuperar a
estirpe original. Se tal ndo for possivel, utilizar outra estirpe de armazenamento. Quando todas as
estirpes de armazenamento estiverem esgotadas, utilizar uma estirpe nova.
Nota: Os tubos com as culturas de armazenamento devem estar fora do congelador 6 menos tempo possivel,
para evitar que toda a amostra descongele. Se tal acontecer fica inutilizada, nio podendo ser guardada para

futuras culturas de trabalho.

Imagem explicativa:

e -

(imagem de MAST Cryobank™, MAST Diagnostics)
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INSTRUCAO DE TRABALHO

IF C H T MANIPULAGCAO E CONSERVAGCAO DE ESTIRPES BACTERIANAS

CENTRD HOsPITALAR MEDID TR)D, ERE.

4.6. Eliminagdo de Culturas de Armazenamento

1. A eliminacgdo das culturas de armazenamento sera feita quando:
- 0 armazenamento atingiu o limite previsivel de estabilidade para a estirpe em causa (estirpes ATCC);
- a cultura esta contaminada;

- jd ndo hd interesse em preservar a estirpe.

2. A eliminagdo seré registada no IMP.SPC.043 - Armazenamento de Estirpes e no IMP.SPC.044 - Manipulagéo

de Estirpes Bacterianas em Armazenamento, podendo este altimo ser arquivado.

5. Bibliografia

1. “Reference Strains: how many passages are too many”, ATCC Tech Bulletin no.6, 2013;

2. “Cryopreservation Technical Manual Guide”, Frank P. Simione, M.S. of the American Type Culture Collection
{ATCC) in cooperation with Thermo Fisher Scientific, 2009;

3. “Controle Interno da Qualidade para Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos”, Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria/Organiza¢cdo Pan-Americana da Salde/Organizacdo Mundial de Satde, 2006;

4. MAST Cryobank™, MAST Diagnostics: http://www.mastgrp.com.
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ANEXO XIII - IT.SPC.045.01| Controlo de Qualidade Interno — Testes de
Identificagao e Suscetibilidade aos Antibioticos em Equipamento Automatico



INSTRUCAO DE TRABALHO

% C H M T CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

CENTRO HOSPITALAR MEDIO TEVO, EPE. TESTES DE IDENTIFICACAO E SUSCETIBILIDADE AOS ANTIBIOTICOS EM
EQUIPAMENTO AUTOMATICO

1. Objetivo

Estabelecer os procedimentos para controlo de qualidade interno dos testes feitos nos equipamentos Vitek2 e

MicroScan WalkAway.

2. Ambito

Aplica-se ao Servico de Patologia Clinica.

3. Definigdes

ATCC - “American Type Culture Collection”

€Ql - Controlo de Qualidade Interno

GS - Gelose de sangue

MPC - Médico Patologista Clinico

PVX - Gelose de chocolate enriquecida com PolyViteX
TDT - Técnico de diagnéstico e terapéutica

TSA - Teste de suscetibilidade aos antibiéticos

TSS - Técnico Superior de Sadde

4, Descricdo

4.1. Principio

A utilizagdo de estirpes ATCC, que tém caracteristicas fenotipicas previamente conhecidas, permite avaliar os
procedimentos utilizados para realizagdo dos testes de identificacio e de suscetibilidade aos antibi6ticos em

equipamentos automaticos, e instituir medidas corretivas, caso sejam detetados erros.

4.2. Material e Equipamentos
- Ansas;
- Cadmara de fluxo laminar;
- Cartas para identificagcdo e TSA (Vitek 2):
- GN;
- GP;
- AST N192;
- AST N244;
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C£nTRO HOSPITALAR MEDIO TEJO, ERE.

INSTRUCAO DE TRABALHO

CONTROLC DE QUALIDADE INTERNO

TESTES DE IDENTIFICAGAO E SUSCETIBILIDADE AOS ANTIBIOTICOS EM

EQUIPAMENTO AUTOMATICO

- AST N222;
- AST P576;
- AST P586;
- AST P619;
- AST STO1;
- Congelador {-20°C);

- Densitémetro Densichek

- Dispensador de dgua destilada esterilizada;

- Equipamento MicroScan Walkaway

- Equipamento Vitek 2 Compact

. Esﬁrpes padrdo ATCC

- Estufa (35 + 2°C};

- Frigorifico (2 - 8°C);

- Meio de cultura (GS ou PVX);

- Painéis para identificagdo e TSA (MicroScan Walkaway):

- Combo 69;
- Combo 70;
- Combo 71;

- Combo 42;

- MS Strept +6 (TSA Streptococcus spp).

- Tubos para criopreservagio de estirpes bacterianas;

- Tubos para Vitek;

- Outros consumiveis necessarios aos testes de identificagdo e TSA nos equipamentos autométicos Vitek 2

Compact e MicroScan Walkaway (descritos nas recomendagdes dos fabricantes).

4.3, Procedimento Técnico

4.3.1. Manipulacio de estirpes ATCC

1. As estirpes a utilizar serdo quase sempre obtidas a partir das culturas de trabalho, seguindo o procedimento

descrito na IT.SPC.044 - ManipulacGo e Conservacfio de Estirpes Bacterianas;

2. Quando ndo houver culturas de armazenamento, utiliza-se uma estirpe nova, fazendo-se uma subcultura da

cultura original, conforme descrito na IT.SPC.044 - Manipulagdio e Conservaco de Estirpes Bacterianas;
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INSTRUGAO DE TRABALHO

@ C H M T CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

CeNTRO HOSPITALAR MEDIO TE10, EPE. TESTES DE IDENTIFICACAO E SUSCETIBILIDADE AOS ANTIBIOTICOS EM
EQUIPAMENTO AUTOMATICO

3. A cultura de trabalho serad preparada em cada segunda-feira e repicada na terca-feira, para poder ser

utilizada na quarta-feira, segundo o esquema:

r
Cultura de
armazenamento ; T L
\ % Cultura de | Passagemda | FigE =
trabatho = | Cultura de > as
Estirpe ATCC | ) L aatho T
nova o —
~ 22 feira 32 feira 42 feira

= 4.3.2. Calendario

O controlo de qualidade serd feito mensalmente, sendo as estirpes disponiveis utilizadas semanalmente,

conforme a tabela seguinte:

22 FEIRA PAINEL
ESTIRPES CARTAS VITEK
(CADA MES) WALKAWAY
- GPI
Primeira - Enterococcus faecalis ATCC 29212 - Combo 42
- AST P586
- GNI
Segunda - Escherichia coli ATCC 25922 - AST N192 ] ggz:g >
- AST N244
- GPI
Terceira - Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 - AST P576 -MS Strept +6
- AST STO1
- GPI
Quarta - Staphylococcus aureus ATCC 29213 - Combo 42
- AST P619
Quinta - Pseudomonas geruginosa ATCC 27853 - GNI - Combo 71
- AST N222

Nota 1: as cartas a utilizar poderdo ser alteradas por indicacdo do fornecedor ou por alteracio dos
procedimentos na sec¢do da Microbiologia.
Nota 2: nos meses em que sé haja 4 segundas-feiras, fazem-se na Gltima, duas estirpes em simultineo

(Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Escherichia coli ATCC 25922).
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INSTRUCAO DE TRABALHO

@ C H M T CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

Centra HospiTanar MEpio Teo, ERE. TESTES DE |DENT|F|CACAO E SUSCETIBILIDADE AOS ANT'B'OT'COS EM
EQUIPAMENTO AUTOMATICO

4.3.3. Execucdo dos testes nos equipamentos

O TDT escalado para o setor da Microbiologia deverd utilizar as estirpes cumprindo as recomendacées do

fabricante de cada equipamento (ver respetivos manuais).

A - Vitek2 Compact

Seguir as recomendagdes do manual do equipamento, tendo em atencdo o seguinte:

Mesmo quando as estirpes em uso sejam reconhecidas pelo equipamento apenas para controlo de qualidade
de cartas de antibiograma, devem ser também testadas com cartas de identificacdo.

Nestes casos, o TSA da estirpe deve ser registado no equipamento conforme descrito no manual para as
estirpes de controlo de qualidade, e a carta de identificagdo deve ficar registada no equipamento como se se
tratasse de uma amostra de um doente, com o nome de registo ATCC seguido do nimero da estirpe em causa
e da data de realizagdo do teste no formato aaaammdd {a - ano; m - més; d - dia) (exemplo: S. aureus ATCC

29213 20150505).

B - MicroScan Walkaway 96

Seguir as recomendagdes do manual do equipamento.

4.4.'Validag§o e Registo de Resultados

1. Quando os resultados estiverem disponiveis, um TDT/MPC/TSS de servico no sector da Microbiologia dever
verificar os resultados, validando-os se estiverem de acordo com o esperado ou rejeitando-os se nio
estiverem;

2. Quando os resultados ndo estiverem conforme o esperado, deverd procurar-se a causa do erro e corrigir-se
sempre que possivel. O teste devera ser repetido na semana seguinte, juntamente com os j& programados
para esse dia;

3. Os resultados e eventuais acfes corretivas devem ficar registados no equipamento (nos campos disponiveis
para o efeito), € no IMP.SPC.045 - Resultados do Controlo de Qualidade interno - Equipamentos de

Microbiologia.
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CENTRHO HOSPIFALAR MEDID TESO, EPE.

INSTRUCAO DE TRABALHO

CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO
TESTES DE IDENTIFICACAO E SUSCETIBILIDADE AOS ANTIBIOTICOS EM
EQUIPAMENTO AUTOMATICO

5. Bibliografia

1. Orientagdes para a elaboracdo de um manual de boas praticas em Bacteriologia, Programa Nacional de

Controlo de Infecdo e Instituto Nacional de Salde Dr. Ricardo Jorge, 2004;

2. "Reference Strains: how many passages are too many”, ATCC Tech Bulletin no.6, 2013;

3. “Controle Interno da Qualidade para Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos”, Agéncia Nacional de

Vigildncia Sanitdria/Organizacdo Pan-Americana da Salde/Organizacio Mundial de Saude, 2006.
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ANEXO XIV - Equipamentos do setor de Imunologia com especificagao do método
usado, os parametros realizados em cada equipamento e os respetivos valores de
referéncia.



Equipamentos do setor de Imunologia com especificagio do método usado, os parametros
realizados em cada equipamento e os respetivos valores de referéncia.

Equipamentos Método Parametros Valores de Referéncia
Imunologia
. F 11-306.8 pg/L
Ferritina M 23.9-336.2“§g/L
Acido Félico A 7-45.1nmol/L
Vitamina D A 30-100 ng/mL
Vitamina B12 A 85-378 pmol/L
PTH A 12-88 pg/mL
Insulina A 6-27 um/L
ACTH A 0-46 pg/mL
ATG A 0-4 Ul/ mL
ATPO A 0-9 Ul/ mL
Fosfatase alcalina 6ssea NA
Hormona Tiroidea
T3 livre A 2.5-3.9 pg/mL
T4 livre A 0.61-1.12 ng/dL
T3 total A 87-178 ng/dL
T4 total A 6.1-12.2 pg/dL
. Imunoensaio TSH A 0.34-5.6 pUl/mL
DxI Unicell L . .
Quimioluminescente Marcadores Tumorais
CEA A 0.0-3.0 ng/mL
CA 199 A 0.0-35.0 U/mL
CA 153 A 0-31.3 U/mL
CA 125 F 0.0-21.0 ULmL
PSA Total M 0.0-4.0 ng/mL
PSA Livre M 0-0.14 ng/mL
a fetoproteina A 0-5.5 Ul/mL
Hormonas Sexuais
Estradiol F 55-206 pmol/L
Progesterona NA
Testosterona F0-2.6 nmol/L
M 6.07-27.1 nmol/L
LH M 0.8-7.6 UI/L
FSH M 0.7-11.1 UI/L
Prolactina IEI |295-_2|57 l:Jgg//t
Alergias
Alergénios de Rastreio
Epitélio de Animais
Acaros
Ervas Infestantes
Gramineas
Fungos NA
Ovo, Leite, Derivados
Peixes
Carnes
ImmunoCAP™ 250 Imunoensaio Frutos
fluoroenzimatico (FEIA) Sementes e frutos secos . .
Autoimunidade
MPO, doseamento
PR3, doseamento
CCP
Ac. AntiB2 Glicoproteina IgM NA
e lgG

Ac. Anti Cardiolipinas IgM e
IgG



Equipamentos do setor de Imunologia com especificagio do método usado, os parametros
realizados em cada equipamento e os respetivos valores de referéncia - Continuac¢do

MAGO Plus

IMMAGE®

VIDAS®

Access®2 Immunoassay
System

Sebia Hydrasys®

F-Feminino; M- Masculino; A- Ambos; PTH- Paratormona; ACTH- Hormona Adrenocorticotropica; ATG- Anticorpo Anti Tiroglobulina; ATPO-
Anticorpo Anti Peroxidase; NA — Naio Aplicavel; T3- triiodotironina; T4- tiroxina TSH- Hormona Estimuladora da Tiroide; CEA-
Carcinoembryonic Antigen; CA 19.9- Carbohydrate antigen 19.9; CA 15.3- Carbohydrate antigen 15.3; CA 125- Carbohydrate antigen 125; PSA-
Antigénio Especifico da Préstata; LH- Hormona Luteinizante; FSH- Hormona Estimuladora do Foliculo; MPO- Mieloperoxidase; PR3- Proteinase
3; CCP- Anticorpo Anti Péptido Citrunado Ciclico; IgM- Imunoglobulina M; IgG- Imunoglobulina G; ANA- Ac. Anti Nucleares e Citoplasmaticos;
ANCA- Ac. Anti Citoplasma do Neutréfilo, pANCA- ANCA perinuclear; cANCA- ANCA citoplasmatico; Ac- Anticorpo; dsDNA, DNA de
cadeia dupla; ASMA — Ac. Anti Musculo Liso Actina; AMA — Ac. Anti Mitocéndria; NSE- Enolase Neuro Especifica; C3- Proteina complemento;

Imunofluorescéncia
indirecta (IFl),

Imunoensaio enzimatico

(ELISA)

Nefelometria e
Turbidimetria

Enzyme Linked
Fluorescent Assay
(ELFA)

Imunoensaio
Quimioluminiscente

Eletroforese em gel de
agarose

ANA (IFl)
ANA (ELISA)

ANCA (pANCA e cANCA)

Ac. Anti dsDNA
ASMA
AMA
Ac. Anti Fosfolipidos

Aldosterona (Doseamento)

NSE (Doseamento)
Ac. Anti Mycoplasma
pneumoniae

Ac. Anti Chlamidophila
pneumoniae

C3
C4

Cadeias Leves Kappa

Cadeias Leves Lamba

Relagdo Kappa/ Lamba
Fator reumatoide doseamento

IgA
IgE Total

ol Anti-tripsina

B2 Microglobulina
Ceruloplasmina

Lipoproteina (a)

Microalbumintria, U
Transferrina

Saturacao da Transferrina

Toxoplasma IgM
Toxoplasma IgG Il
CMV IgM
CMVIgG
Rubéola IGM
Rubéola IgG Il
Epstein Barr IgG
Epstein Barr IgM
Cortisol
Cortisol U24H
Tiroglobulina
Troponina |
Eletroforese de proteinas
séricas

NA

A 79-152 mg/dL
A 16-38 mg/dL
A 6.29-13.50 g/L (16-150
anos)

A 3.13-7.23 g/L (16-150
anos)
1.50-2.00
A 0-20 Ul/ml
A 0.82-4.53 g/L
A 0.0-165.0 Ul/ml
A751-15.60 g/L
A 0.46-3.04 g/L
A 1.3-152.7 mg/L
A 88-174 mg/dL (16-150
anos)

A 1.1-2.4 mg/L
A 22-58 mg/dL
F 5.7-31.2 mg/dL
M 5.6-33.8 mg/dL
A 0-19 mg/L
A 230-430 mg/dL
20-50%

NA

A 185-624 nmol/L
A 160-1112 nmol/24
A 1.15-130.77
A 0-0,03 ng/mL

C4- Proteina Complemento; IgA- Imunoglobulina A; IgE- Imunoglobulina E; IgD- Imunoglobulina D; U, Urinario; CMV, Citomegalovirus;

Fonte: SPC do CHMT



ANEXO XYV - (a) IT.SPC.020.00| Orientagoes para o Controlo de Qualidade
Interno no Setor de Hematologia; (b) IT.SPC.029.02| Orientages para o Controlo de
Qualidade Interno nos Setores de Bioquimica/ Imunologia (“Imunoquimica’)



INSTRUGAO DE TRABALHO

% C H M T ORIENTACOES PARA O CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO NO SETOR DE

CENTRO HOSPITALAR MEDIO TEIO, ERE. H EMATO LOGlA

1. Objectivo

Sistematizar os procedimentos de controlo de qualidade interno no setor de Hematologia.

2. Ambito

Aplica-se a todos os colaboradores do SPC que efetuem ou validem ensaios de controlo de qualidade interno.

3. Definigoes

aPTT: Tempo de Tromboplastina ativada
CQt: Controlo Interno de Qualidade

Hb A;C: Hemoglobina Glicada A;C

MPC: Médicos Patologistas Clinicos

PT: Tempo de Protrombina

SPC: Servigo de Patologia Clinica

TDT: Técnicos de Diagnéstico e Terapéutica

TSS: Técnicos Superiores de Saude

4. Descricdo

Os quadros |, Il e lll pretendem sistematizar a frequéncia e os niveis com que sdo processados os controlos da

hematologia, bem como algumas notas adicienais.

A abertura de um novo lote de controlo deverd sempre ser comunicada a um colaborador com responsabilidades na
area do CQl para que seja configurado no respetivo equipamento e nalguns casos, elaborada uma nova carta de

controlo no sistema informatico do SPC.

Nos contadores hematoldgicos automatizados sdo sempre processados dois niveis de controlo em modo automaético
{fechado). Caso o0 modo manual tenha de ser usado (ex: amostras pediatricas, liquidos organicos), devera também
ser processado um nivel de controlo em modo manual.

No que diz respeito a coagulagdo, os controlos deverdo ser hidratados diariamente. Apds a reconstituigdo, dever3

ser sempre respeitado o tempo recomendado pelo fabricante até serem utilizados.

No caso de existirem dois coaguldmetros, utilizar os mesmaos frascos de controlo a fim de os rentabilizar.
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RDCHMT

CENTRO HOSPITALAR MED:0 TEjo, ERE

INSTRUCAO DE TRABALHO

ORIENTAGOES PARA O CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO NO SETOR DE

HEMATOLOGIA

Quadro |

Resumo de orientacdes para o controlo de qualidade interno na hematologia na

Unidade de Tomar

Equipamento ACL TOP 500/ Sysmex XE 2100/ TEST1 ADAMS 8160 HYDRASIS
ACL ADVANCE Sysmex XT 1800 | : e |
Frequéncia Diaria Diaria Semanal Inicio de cada série Em cada série
= PT, aPTT — 2 niveis { normal + 1
dos 2 patolégicos, em dias
alternados)
= Fibrinogénio — 2 niveis {normal
e patologico), caso existam
amostras » 2 niveis (normal +1 | = 3 niveis » Hb A1C- 2 niveis | = Electroforese
dos 2 patoldgicos, (52 feira) das
= Proteina C funcional, Proteina em dias alternados) | = Doseamento de hemoglobinas
S livre, Factor VIII, Factor de fracgdes de Hb - 3 niveis (Hb A,
von Willebrand, Antitrombina, 2 niveis {caso normal, Hb A,
Anticoagulante lupico - 2 niveis existam patolégico e de
(2 executar sob orientagdo de amaostras) todas as
MPC/TSS). fracgdes)
Notas
Controlos hidratados
diariamente e passados em
ambos 0s equipamentos de |
coagulagao
0 modo manual deve .
ser controlado |
= D-Dimeros - 2 niveis (3 guando existam '
hidratar, caso existam amostras manuais.
amostras) Antes de processar
amostras deste
modo, verificar se
este ja foi controlado. :
Frigorifico urgéncia Frigorifico urgéncia Frigorifico Congelador Congelador
rmazenamento (FRI 9) (FRI 9) hematologia | hematologia Nea
(FRI 11) {M22)
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INSTRUCAO DE TRABALHO

@ C H M T ORIENTAGOES PARA O CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO NO SETOR DE

CEnTRO HosPizaLar MEma Tejo, ERE HEMATOLOG'A
Quadro I
Resumo de orientacbes para o controlo de qualidade interno na hematologia na
Unidade de Abrantes
Equipamento ACLTOP 500 Sysmex XE 2100
i
Frequéncia Didria | Diaria
__ |
!‘
® PT, aPTT — 2 niveis ( normal + 1 dos 2 patolégicos, = 2 niveis ( normal + 1 dos 2 patoldgicos, em dias
processados em dias alternados) alternados)
s Fibrinogénio — 2 niveis (normal e 1 patoldgico, caso
existam amostras) 0 modo manual deve ser controlado quando
existam amostras manuais. Antes de processar
Notas = Tempo de Trombina - 2 niveis { caso existam amostras deste modo, verificar se este ja foi
amostras) | controlado.
1
= D-Dimeros - 2 niveis {(a hidratar, caso existam
amostras)
Armazenamento, FRI B13 FRI B13
Quadro Il
Resumeo de orientagdes para o controlo de qualidade interno na hematologia na
Unidade de Torres Novas
Equipamento ACL TOP 500 Sysmex XT 2000i
Frequéncia Diaria Didria
= PT, aPTT - 2 niveis (normal + 1 dos 2 patoldgicos), = 2 niveis { normal + 1 dos 2 patoldgicos, em dias
processados em dias alternados alternados}
= Fibrinogénio — 2 niveis {normal e 1 patolégico, caso
Notas .
existam amostras)
O modo manual deve ser controlado quando
existam amostras manuais. Antes de processar
amostras deste modo, verificar se este ja foi
= D-Dimeros - 2 niveis {a hidratar, caso existam controlado.
amostras)
|
ArmazenamentcT FRI 11 FR112
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‘ INSTRUGAO DE TRABALHO
C H M T ORIENTAGOES PARA O CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO NO SETOR DE

Centro HosPiTALAR MEio Telo, ERE.
IMUNOQUIMICA

1. Objetivo

Sistematizar os procedimentos do controlo de qualidade interno no setor de Imunoquimica.

2. Ambito

Aplica-se a todos os colaboradores do Servigo de Patologia Clinica que efetuem ou validem ensaios de controlo

de qualidade interno.

m 3. Definigdes

A1AT - Alfa 1 Antitripsina

Ac— Anticorpos

ACTH - Hormona adrenocorticotropica
ADA - Adenosina desaminase

AFP — Alfa - fetoproteina

ALP - Fosfatase alcalina

ALT - Aminotrasferase da alanina

AMA - Ac. anti-mitocéndria (M-2)

ANA — Ac Anti-nucleares

ANCAS - Anticorpos anti-citoplasma do neutréfilo
Antir -TG - Anticorpos Anti tiroglobulina
Anti — TPO — Anticorpos Anti peroxidase
ASMA - Ac. anti-musculo liso, F-actina
AST - Aminotranferase do aspastato
BILT - Bilirubina total

Ca - Célcio

CEA - Antigénio carcinembrionario
CH50 - Complemento, atividade hemolitica via classica
CK — Creatinaquinase

CKMB - Creatinina kinase isoenzima MB
Cl—Cloro

CO, Total - Bicarbonato

CQl - Controlo Qualidade interno

C3 - C3 do Complemento

C4 - C4 do Complemento
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INSTRUGAO DE TRABALHO

@ C H M T ORIENTAGOES PARA O CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO NO SETOR DE

CenTRO HosPITALAR MER:0 TEio, ERE. |MUNOQU iMICA

ds-DNA - Anticorpos anti-ADN nativo
Fe —Ferro

Frig — Frigorifico

FSH — Hormona Foliculo-Estimulante
GGT -Transferase da gamaglutamil

Ig = Imunoglobulina

K - Potdssio

LCR - Liquido céfalo-raquidiano

LDH - Desidrogenase lactica

LH — Hormona Luteinizante

Lp(a) — Lipoproteina Lp(a)

Mg - Magnésio

Na —Sdédio

NSE - Neuro enulase especifica

PCR - Proteina C Reativa

PSA - Antigénio especifico da préstata
PTH - Hormona paratiroideia

SPC - Servigo de Patologia Clinica
TASO - Titulo de anti-estreptolisina O

Temp. - Temperatura

m 4. Descri¢io
Os quadros apresentados, pretendem resumir os pardmetros a controlar, os niveis e 0 nome do controlo
usado, local de armazenamento e a frequéncia com que sdo processados nos vérios equipamentos dos 3

laboratérios do SPC no setor de Imunoquimica.

Quando termina um lote de controlo, devem os técnicos informar os responsédveis da seccdo. O novo lote de
controlo deve ser analisado por estes Ultimos e apds aprovagdo, deve ser dada indicacdo para que seja
introduzido nos respetivos equipamentos, assim como, para a criagdo da carta de controlo no sistema

informatico do laboratério.
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CHMT

CentRD HOSPITALAR MERIO TRiO, ERE,

INSTRUCAO DE TRABALHO

ORIENTAGOES PARA O CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO NO SETOR DE

_ IMUNOQUIMICA
Quadro |
Resumo de orientac¢des para o controlo de qualidade interno na Imunoquimica na
Unidade de Tomar
L i Nome do Armazena-
Equipamento Frequéncia Parametros . Observacbes
Controlo mento
Acido drico, Albumina, ALP, ALT,
Amilase, AST, BilT, Ca, CK, Cl,
Colesterol HDL, Colesterol Total, Synchron Manha: nivel 1 € 2
Creatinina, Fe, Fésforo, GGT, Multilevel Arcane 4 Tar d;a' nivel 3
Didria Glicose, LDH, Lipase, K, Mg, Na, 1,2e3 ) '
Proteinas totais, Triglicéridos e
Ureia
. Ultimat ~ e
BilD 1“:; € Manhd: nivel 1e 2
Manha: nivel 1e 2
P ,
CR Tarde: nivel 3
Vigi
|g|1I Sze ;o;ogy Frign2 4 Semana 1: nivelte 2
TASO ' Semana 2: nivel 1e3
Semanal Semana 3: nivel 2e 3
6af AT st
(ou Sempre que Carbamazepina’, Colesterol LDL Synchron P.ro<':e:.sarcl) ntvellirn
necessario) (quantitativo)’, Digoxina®, Multilevel Arcane 4 cujo intervalo analifico
VI SR 1 se encontra o
Fenitoina’, Litio” e Teofilina 1,2e3
DXC800-1 i resultado da amostra e
outro nivel em
e Valproato de Sédio® iternanci
DXC800-2 N aiternancia
Processar o nivel em
(Estes Vigil TDM cujo intervalo analitico
equipamentos Acetoaminofeno’ L2es3 se encontra o
TR resultado da amostra e
alternada- outro nivel em
mente) 1 alterndncia
Acido Urico, Amilase, Ca, Cl, Processar os 2 ivel
| Creatinina, Fosforo, Glicose, K, Liquicheck - (s6 sdo controla doels
Mg, Microproteinas’, Na, Urine Chemistry Frign 4 amet 508
Sempre que e Ureia le2 parametros
haja amostras {na urina) necessarios)
Cl, Glicose e Proteinas Liguichek Spinal Processar os 2 niveis
(LCR) | Fluid 1e2
| Processar o nivel em
svnchron cujo intervalo analitico
Alcool etilico® Z\Icohol se encontra o
1203 resultado da amostra e
! outro nivel em
L alterndncia
ckms’ CKMB Serum ,
1e2 Processar nivel le 2
Arcan2 4
ADA! e Colinesterase’ Serachem 1 Processar o controlo
Sempre que
nec:ss éc:io CHs0* Lov(\?-c-':sl-?igh Arcang 2 Processar os 2 niveis
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CHMT

CenTan HosPITalar Mépio Teio, ERE

INSTRUGAO DE TRABALHO

ORIENTAGCOES PARA O CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO NO SETOR DE
IMUNOQUIMICA
. q i Nome do Armazena-
Equipamento Frequéncia Pardmetros Controlo Ty Observagdes
Liquichek Manha: nivel Le 2
Didria Troponina Cardiac Markers Processar nivel 3
PlusL,2e3 sempre que necessario
Semanal . .. Liquid
2 i
22f Cortisol sérico Imunoassay 1 22f; m’vel le2
— 42f: nivel 1 e 3
Liquid , 62f: nivel 2 e 3
ACCESS Imunoassay 1 Frig n2 4
Semanal ] .
a Tiroglobulina Lo
6o Liquid Assay Processar os 2 niveis
T-Marker 2
Sempre que Liguichek Urine
< pred Cortisol livre urindrio Chemistry Processar os 2 niveis
haja amostras
le2
AUTION e Andlise bioquimica Kova Liqua-Trol o R,
MA?( Diaria semi-quantitativa le?2 Frig n2 2 Manha: 2 niveis
Liquichek Urine
Microalbuminuria Chemistry
le2 Frigne 4
. Vigil Serology
22f, 43f ¢ 62f Factor reumatoide 263
Cadeias leves Kappa, Cadeias
leves Lambda, IgA, 18G, IgM e
Transferrina
IMMAGE Manha: 2 niveis
Vigil Protein o
asf e 6of C3eca le2 Arcan?4
A1AT, Ceruloplasmina, IgE total e
Semanal Lp(a)
62f
BET2
, B . . o
| eta 2 Microglobulina Low e High Frigne 4
GEM Sempre que se VP Temp
PREMIER introduz um Gasimetria 12 3e4 ambiente Processar 0s 4 niveis
3000 PAK novo '+ Sala
s : Imunogquimi
emana
GEM 22f ca Bloco
. N ContrlL 9 Gem -
PREMIER {exceto se ndo for Gasimetria . Tarde: 3 niveis
1,2e3 premier
3000—- UCPC | oportunoparaa gavetal
UCPC)
Ac Anti-EBV IgG/IgM e EBNA, Ac Dentro de efcee?li;c?oz?nzg?ek:;e
Sempre que Anti-Cit lovi |
VIDAS . pre qu et qmega’OV|rus 18G/1gM, CleC2 cada kit no se abre um novo lote
haja amostras Ac Anti-Rubéola 1gG/IgM e N X R
Ac Anti-Toxoplasmose 1gG/IgM frig. n21 ou expira a calibrag3o
{+/- 14 dias ou 28 dias)
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|3CHMT

INSTRUCAO DE TRABALHO

ORIENTACOES PARA O CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO NO SETOR DE

Couren HospPeraLar MERo T, ERE, lMUNoQUiM ICA
Nome do Armazena- W
Equipamento Frequéncia Parametros Yot ——— ObservacBes
Elisa: Ac. Anti fosfolipidos
1gG/IgM, €Ql do préprio kit,
Ac. para Chlamydophila efetuado em
pneumoniae 18G/IgM, Controlo Dentrode | simultdneoc com a série
MAGO PLUS 4xsemana Ac. para Mycoplasma Negativo e cada kit no de amostras, seguindo
pneumoniae 1gG/igM, Positivo frig.n23 instrucdes de
Aldosterona, AMA, programacdo
ASMA, ANA, ds-DNA e NSE
IFI: ANA, ANCAS e Triplo Tecido
No inicio de cada
io sd e
Controlo de ' ens’alo sdo sempr
incluidos os Controlos
Alergias e Autoimunidade Curva lgA, IgE, de cada curva; os
32f e 52f ig n? :
UNICA22C es {exceto ANA e ds-DNA) G, 1gM e Frign? 1 controlos especificos
Controlo =
o sdo processados
especifico .
sempre que haja
necessidade
Proteinograma Controlo Serum Sempre que haja 53
Sempre que g Normal amostras
HYDRASIS haja amostras Arca n24
suficientes Imunofixagdes Controlo IT/IF Trimestral
Liquicheck
AFP, CA15.3, CA19.9, CA125, Tumor Marker
EAeP
CEA e PSA total 1,2e3 i 28f: nivel 1 2
22f, 45f e 62 gn asf: nivel 1 ¢ 3
Liquichek 62f: nivel 2e 1
Ferritina e Hormonas Tiroideas | Imunocassay Plus
1,2e3
Liquichek
. , Specialty
Semanal Anti —TG e Anti — TPO Imunoassay Arcan?2
28 1,2e3
Insulina Frig.n2 4
DXI Semanal ] Liquichek
. . — 0
aaf Acide Félico e Vitamina B12 Imunoassay Plus Arca n22
Estradiol, LH, Prolactina, 1,2e3 Fria. ne 4 .
Progesterona, Testosterona & n® Semana 1: nivel 1 e 2
m— Semana 2: nivel 1e 3
';q”'Fhlek Semana 3: nivel 2 e 3
PTH pecialty Arcan??2
Imunoassay
s | 1,2e3
ergﬁafna Liquicheck
PSA livre Tumor Marker
1,2e3
o Liquichek Frig. n® 4
Vitamina D Imunoassay Plus
1,2e3
Fosfatase alcalina ossea Ostase le 2 Processar os 2 niveis
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INSTRUGAO DE TRABALHO

RCHMT

CaNTRO HOSPITALAR MEDIO TEjO, EPE.

ORIENTAGOES PARA O CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO NO SETOR DE

IMUNOQUIMICA
N Armazena-
Equipamento Frequéncia Par&metros UL AUt Observacbes
Controlo mento
IMMULITE ACTH ACTlC:;trol Processar os 2 niveis
Semanal -
2000 62f Liguichek Arcan?2 Semana 1: nivel 1e 2
FSH Imunoassay Plus Semana 2: nivel 1e 3
1,2e3 Semana 3: nivel 2e 3
Temp.
i Processar o controlo e
Micro ambiente
i hsaempre qtue Osmolalidade urindria Clinitrol 290 Sala introduzir valores no
Osmonmietro ja amostras Imunologia 1 Modulab
Gaveta 1
! — Parametros efetuados preferenciaimente no DXC800-1. 56 se faz no DXC800-2 por inoperacionalidade do DXC800-1
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LSCHMT

CeNTRO HOSPITALAR MERIO TEi, ERE.

INSTRUCAO DE TRABALHO

IMUNOQUIMICA

ORIENTACOES PARA O CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO NO SETOR DE

Quadro Il

Resumo de orientagdes para o controlo de qualidade interno na Imunoguimica na

Unidade de Abrantes
Equipamento Frequéncia Parametros LTC GTELEHE Observagbes
Controlo mento
Manh3: 2 niveis
Acido urico, Albumina, ALP, ALT, rfzr g;es:z;?:::f:tfe
Amilase, AST, Ca, CK, Cl, svnchron t’) leo3)
Colesterol HDL, Colesterol Total, ¥ .
L X . Multilevel Tarde: Processar o
Creatinina, Fésforo, GGT, Glicose, . . u .
. s 1,2e3 nivel que ndo tiver sido
LDH, Lipase, K, Mg, Na, Proteinas . =
. g . feito de manhdeo
totais, Triglicéridos e Ureia , R
L. nivel 2 nos parametros
Diaria .
calibrados
Ultimate Manh&: nivel 1 e 2
BilD e BILT 12e4 Processar nivel 4
’ sempre gue necessario
K Manha: Pr
DXCB00-1 CKMB CKMB Serum anha loc.essar 0s2
le2 niveis
Vigil Serology Frigne 1 Manha: Processar 2
PCR .
1,2e3 niveis alternados
Synchron Processar 2 niveis
Vancomicina Mulitilevel i alternados
. 1,2e3 |
Digoxina, Gentamicina, Teofilina vigil ToDmM |
e Valproato de Sddio 1,2e3
Sempre que A o - Amdnia/Alcool
haja amostras Icool etilico e Aménia 1263
Colinesterase Multiqual P 3 nivei
1263 rocessar 0s 3 niveis
Cl, Glicose e Proteinas Liquicheck Processar os 2 nivei
(LCR) le2 Wvets
_ Manha: 2 niveis
(processar sempre o
nivel 2, alternar entre
ALT, AST, Ca, Cl, Creatinina, GGT, Synchron oleo3)
. . Multilevel Tarde: Processar o
Glicose, LDH, K, Na e Ureia , o ur .
1,2e3 nivel que ndo tiver sido
feito de manhde o
DXC800-2 i 4
Disria nivel 2 nc?s parametros
calibrados
Ultimate Manha: nivel1e 2
BilD e BILT Processar nivel 4
1,2e4 R
sempre que necessario
PCR Vigil Serofogy Manha: Processar 2
1,2e3 niveis alternados
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INSTRUCAOQ DE TRABALHO

LDCHMT

Ceriro HOSPITALAR MERIO TEIO, EPE,

ORIENTACOES PARA O CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO NO SETOR DE
IMUNOQUIMICA

Nome do Armazena- x
Equipamento Freguéncia Parimetros —— e Observacoes
Troponina
Liquichek ..
Diaria Cardiac Markers Manha: Pro’ce§sar 0s
2 niveis
PlusLe 2
ACCESS
Mioglobina
Sempre que Imunoassay Plus Processar 2 niveis
haja amostras Beta HCG 1,2e3 alternados
Didria Frigne 1
(b e Dom s6 Vigil Serolo
IMMAGE se houver PCR & o gy Manh3: 2 niveis
amostras que
justifique}
AUTION Analise bioguimica Kova Ligqua-trol
Didri : 2 nivei
MAX dria semi-quantitativa le2 Manhd: 2 niveis
GEM Sempre que . . P
PREMIER se introduz Gasimetria ) 2CV3P . Processar 0s 4 niveis
3000 um PAK novo 1438
Frig.n? 5
Semanal
SEN. 32t Gasimetri ContrIL 9
asimetria t
PREMIER (exceto se ndo :clmzre 3 Processar 0s 3 niveis
3000 - UCIP for oportuno '
para a UCIP)
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RCHMT

Centre HospimaLar Mimo Trio, ERE

INSTRUCAO DE TRABALHO

IMUNOQUIMICA

ORIENTACOES PARA O CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO NO SETOR DE

Resumo de orientagdes para o controlo de qualidade interno na Imunoquimica na

Quadro 1l

Unidade de Torres Novas

Nome do Armazena-
é OhservagOes
P_E_q“uipa:_t.t_ento Frequéncia Pardmetros e T ¢
Acido drico, Albumina, ALP, ALT,
Amilase, AST, BIlT, Ca, CK, i, CO, Synchron Eri ne Manhd: nivel 1 e 2
Total, Creatinina, Fasforo, GGT, Multilevel 1 18/ 12
Glicose, K, LDH, Mg, Na, Proteinas 1,2e3 Tarde: nivel 3
Diria totais, ¢ Ureia
BilD Ultimate Arcan25s Manhd: nivel 1e 2
le2
PUR Vigil Serology | Manh: nivel 1e2
! 1,2e3 Tarde: nivel 3
LX20 o Synchron Processar o nivel em
Digoxina Multilevel cujo intervalo analitico
1,2e3 se encontra o
resultado da amostra e
Aleool etilic Synchron outro nivel em
ehlico Alcohol 1,2e 3 alterndncia
Sempre que |
haja amostras CKMB S
CKMB le ;rum Processar nivel 1e 2
Frig n2
11/12
Cl, Glicose e Proteinas Liquichek Spinal
{LCR) Fluid Processar os 2 niveis
le2
Carcl;liqaglrf::rters Manh3: Processar os 3
Acess Didria Troponina Plus niveis
' L,2e3
AUTION . Andlise bioquimica Kova Liqua-Trol
Didri & 2 nivei
MAX taria semi-quantitativa le2 Manha: 2 niveis
R _—i;
GEM
empre que . . . -
3000 . pre qu Gasimetria CvP ambiente Processar 0s 4 niveis
se introduz .
{2 1,2,3e4 Armério
. um PAK novo
equipamen- nel1s
tos) ]
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