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Resumo

O estagio curricular é o periodo que tem como intuito por em pratica as competéncias
adquiridas ao longo dos ultimos dois anos de mestrado, pelo que o seu grande objetivo é
passar pelas quatro valéncias principais de um laboratorio de Analises Clinicas, permitindo
aplicar os conhecimentos ja adquiridos e simultaneamente aprender e ser exposto ao

mercado de trabalho.

Este relatério encontra-se divido em duas partes: uma parte inicial onde sao descritos
procedimentos laboratoriais que dizem respeito aos controlos de qualidade; e uma segunda
parte para relatar e discutir casos clinicos que se destacaram ao longo dos Ultimos meses,

envolvendo as 4 valéncias laboratoriais principais.

Palavras-chave: Relatério de estagio, controlo de qualidade, auditoria interna, colite ulcerosa,

pneumonia pneumocdcica, sépsis, linfoma da zona marginal.



Abstract

The curricular internship is the period that aims to put into practice the skills acquired
over the last two years of the masters degree, so its main objective is to go through the
four main valences of a Clinical Analysis laboratory, allowing to apply the knowledge

already acquired and simultaneously learn and be exposed to the labor market.

This report is divided into two parts: an initial part where laboratory procedures related
to quality controls are described; and a second part to report and discuss clinical cases

that stood out over the last few months, involving the 4 main laboratory valences.

Keywords: Internship report, quality control, internal audit, ulcerative colitis, pneumococcal

pneumonia, sepsis, marginal zone lymphoma.
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I. Introducao

O papel que o Laboratério de Analises Clinicas desempenha no atual sistema de saude
atual é de maior importancia, pois nao sé participa no diagndstico de diversas patologias,
bem como permite monitorizar as terapéuticas instituidas, avaliar o estado homeostatico
em rotina e urgéncia e pode ainda, atualmente, dar informagao aos médicos dos fatores de
suscetibilidade individuais de cada paciente no desenvolvimento de doen¢a de modo a
fornecer uma terapéutica personalizada ao perfil de cada um, permitindo um melhor
progndstico ou, em alguns casos, evitar o desenvolvimento de doengas. Isto é também
relevante do ponto de vista financeiro, pois ao diminuirmos o nimero de vezes que um
utente recorre aos servigos de saude de forma desnecessdria, estamos a poupar recursos

que podem ser investidos na inovac¢ao nas diferentes areas da saude.

Poder fazer parte deste setor da saude é, de facto, um privilégio, e tive a oportunidade de
realizar o estagio curricular, com duragao efetiva de 6 meses, no Centro de Medicina
Laboratorial Germano de Sousa (CMLGS) de Viseu, sob orientagao laboratorial do Doutor
Antonio Fernandes, especialista pela Ordem dos Farmacéuticos em Analises Clinicas e em

Genética Humana e orientagao interna da Professora Doutora Olga Cardoso.

Este relatorio esta dividido em 2 partes principais. A primeira parte destina-se a abordar
os procedimentos de controlo de qualidade laboratorial implementados pelo Grupo
Germano de Sousa, desde os controlos internos e externos e relatando ainda de forma
sucinta os procedimentos de uma auditoria. A segunda parte vai focar-se na discussao de
4 casos clinicos relativos a doentes do Hospital Privado CUF-Viseu ao qual o CMLGS—-
Viseu fornece os seus servicos 24 horas por dia, todos os dias da semana. Sao casos que
envolvem toda ou a maior parte da dindmica laboratorial, e onde poderei abordar de

maneira contextualizada a metodologia do fluxo laboratorial.

2. Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa - Viseu

Este laboratorio faz parte do grupo de renome a nivel nacional que é o Grupo Germano
de Sousa, fundado em 1975 pelo Professor Doutor Germano de Sousa. Em 2007, com a
expansao do grupo a nivel nacional, abriu o CMLGS-Viseu, que inicialmente consistia
apenas num laboratério de rotina, mas com a abertura do Hospital Privado CUF-Viseu, e
dado que existe a parceria entre os dois grupos, o laboratorio passou para as instalagoes

do Hospital, onde passou a fornecer servigos de medicina laboratorial 24 horas por dia,



todos os dias da semana, aos doentes hospitalares e continuou a fazer o trabalho de rotina

dos postos de colheita de Viseu ().

Em Viseu, o laboratério abrange as 4 valéncias de maior importiancia e essenciais:
Bioquimica, Hematologia, Imunologia e Microbiologia. Possui também uma area de técnicas
manuais de serologia, uma area destinada a triagem, uma area de lavagens, o gabinete do
diretor, uma area de descanso e a rececao destinada a receber as amostras provenientes

do hospital.

Como o laboratério tem de dar resposta a rotina e aos pedidos do Atendimento
Permanente, Internamento, Pré e Pos-operatorios e Hospital de Dia — ou seja, as urgéncias
hospitalares — esta implementado um sistema no laboratério que permite dar precedéncia
aos pedidos urgentes e emergentes, que passa pela requisicao prioritaria de certos

aparelhos em todas as areas para esse fim.

2.1 Bioquimica

A maioria dos produtos que chegam ao laboratério apresentam requisicoes para
determinagao de parametros bioquimicos. Como é de conhecimento a homeostase
fisiologica depende muito da funcionalidade de mecanismos bioquimicos que sao
complexos e apresentam inter-relagoes. Portanto depreende-se que a disfungao de um
sistema do organismo humano, possa condicionar a disfungao de outros sistemas ou até

mesmo, uma disfungao global da homeostasia humana.

A area da Bioquimica o CMLGS - Viseu conta com o apoio de varios aparelhos que estao

descritos na Tabela |I.

Tabela I. Servico de Bioquimica do CMLGS - Viseu

Aparelho Tipo de analise

Dimension® RxL Parimetros bioquimicos — servigo de rotina

Max RMS

Dimension® RxL Parimetros bioquimicos — servigo de urgéncia

Max

Aution® Jet Analise sumaria de wurina do servigo de
urgéncia;

Aution® MAX Anidlise sumaria de urina do servigo de rotina

EPOC® Gasometrias

MiniCap® Eletroforese de proteinas




O facto do laboratério dar resposta nao so6 a rotina, mas também a pedidos urgentes e
emergentes, implica a necessidade de duplicagao de procedimentos nesta area que
apresenta maior volume de amostras didrias, pelo que existem de dois aparelhos
Dimension® RxL Max. Estes dois aparelhos sao essencialmente iguais, sendo que a
diferenca estd nos parametros que cada um analisa através de ensaios enzimaticos,

cinéticos, fotométricos e turbidimétricos.

Nestes aparelhos sao analisadas amostras de soro e urina (ocasional ou de 24 horas). As
amostras de soro quando chegam ao laboratorio podem ja encontrar-se centrifugadas, no
entanto como alguns postos de colheita sao distantes, opta-se por uma segunda
centrifugagao a 1500 rpm durante 10 minutos. J4 as amostras de urina, chegam ao
laboratério em frascos asséticos (amostra ocasional) ou em contentores (amostra de 24
horas), pelo que o primeiro passo consiste em fazer a separagao para frascos apropriados

que sao depois centrifugados a 1500 rpm durante |0 minutos.

Os parametros analisados estao categorizados pelos diversos sistemas
organicos/metabdlicos. Isto pode ser uma mais-valia, na medida em que nos pode fornecer
uma ideia inicial de qual a disfungao organica/metabodlica que um determinado individuo
apresenta, sendo que, no entanto, € importante ter em atengao que no organismo humano
nem tudo é tio linear e o facto de um determinado parametro a analisar se encontrar

numa categoria nao significa que nao possa estar implicado noutra (Tabela 2).

No que diz respeito aos aparelhos de andlise da sumaria da urina, estes distinguem-se por
um ser automatizado (Aution® MAX) e o outro nao (Aution® Jet), mas ambos analisam
as urinas segundo o mesmo método de fotometria de reflectancia. As amostras podem
ser ocasionais ou de 24h e passam pelo mesmo processo de separagao que as amostras
que entram nos Dimension®, com a diferenca de que nao sao centrifugadas antes da
determinagao dos parametros (Tabela 3), mas sim no final, para a observagao do sedimento
urinario.

O EPOC corresponde a um aparelho utilizado apenas para amostras de pedidos
emergentes, sendo analisado sangue arterial. Este produto tem de ser processado o mais
rapido possivel uma vez que se caracteriza pela sua instabilidade. A determinagao dos

diversos parametros (Tabela 4) é feita por potenciometria.



fundamento

analitico

realizados pelos

Tabela 2. Parimetros analiticos e
aparelhos Dimension® RxL Max. Referencia sao os boletins
Funcio/Metabolismo Analito Técnica
Glicose Hexoquinase-Glicose-6-

Metabolismo dos
hidratos de carbono

Fosfato desidrogenase

Proteinas

Proteinas séricas totais

Proteinas urinarias

Reagao de Biureto a
ponto final

Albumina

Pirpura de bromocresol

Proteina C Reativa (pCr)

Imunoturbidimetria
reforgca com latex

Metabolismo Fosfo-
Calcico

Calcio total

Ensaio colorimétrico
com Arsenazo Il

Magnésio

Azul de Metiltimol

Fosfato (fésforo
inorganico)

Fosfomolibdato

Calcio ionizado

Parpura de bromocresol/
Ensaio colorimétrico
com Arsenazo Il

Metabolismo Lipidico

Colesterol

Esterase/Oxidase

Triglicerideos

Glutamato
Desidrogenase

Colesterol HDL

Ensaio Direto

Colesterol LDL

Esterase/Oxidase e
Ensaio Direto

Metabolismo Purinico

Ureia sérica

Cinético urease

Metabolismo do Ferro

Ferro

Ferene

Funcao Renal

Ureia

Cinético
urease/Glutamato
desidrogenase

Creatinina

Jaffé Cinético modificado

Acido urico

Uricase/Peroxidase

Microalbumindria

Imunoturbidimetria

Funcao Hepato-Biliar

Aspartato
Aminotransferase (AST)

Alanina
Aminotransferase (ALT)

Gama-Glutamil
transferase (GGT)

Ensaio enzimatico
colorimétrico UV 37°C

Fosfatase Alcalina (ALP)

p-Nitrofenilfosfato

Bilirrubina total

Bilirrubina direta

Bilirrubina Indireta

Jendrassik-Grof

Funcdo Pancreatica

Amilase

Cloro-4-nitrofenil-D-
maltotriosido

Enzimologia

Creatinina cinase total

Fosfato de creatina

Lactato Desidrogenase
(LDH)

Ensaio enzimatico

Doencas Autoimunes

Fator reumatoide

Imunoturbidimetria

Doencas Infeciosas

Antiestreptolisina O

Imunoturbidimetria

Equilibrio
Hidroelectrolitico

Sédio

Potassio

Potenciometria indireta

Cloreto




Tabela 3. Parametros
analiticos realizados pelos
aparelhos Aution® Jet e Max

Tabela 4. Parametros analiticos realizados pelo
aparelho EPOC®

Lactato

pH Gasimetria

Densidade Acido-Base 37°C

Nitritos pH

Proteinas Pressio parcial de Diéxido
Glicose

Corpos cetdnicos

de Carbono (pCO,)

Urobilinogénio

Bilirrubina

Pressao parcial de Oxigénio
(pO2)

Hemoglobina

Bicarbonato (HCO3")

Eritrocitos

Estado do Oxigénio 37°C

Saturagao de Oxigénio
(sO2)

Excesso de Base (BE(B))
Concentragao Total de
Diéxido de Carbono
(ctCO,)

Hiato Anidnico

A eletroforese de proteinas € feita por eletroforese capilar com o objetivo de separagao
das proteinas séricas. O MiniCap® ¢é utilizado exclusivamente as segundas, quartas e
sextas-feiras, e por isso todas as amostras que venham nos outros dias sao acondicionadas
num suporte especifico dentro de um frigorifico até serem analisadas. Estas antes de

entrarem no dispositivo sao centrifugadas a 1500 rpm durante 10 minutos.

2.2 Imunologia

Na area de Imunologia o CMLGS — Viseu determina parametros como marcadores
tumorais, avaliagao da fungao tiroidea, hormonas da reproducao e marcadores de serologia

infeciosa através do Advia® Centaur XP, VIDAS® e técnicas manuais.

O Advia® Centaur XP corresponde a um aparelho automatizado que usa o método de
quimioluminescéncia associado a imunoensaios. Assim, a luz emitida a partir da amostra é
proporcional a quantidade de metabolito presente no produto biolégico — soro. Os
imunoensaios utilizados pelo aparelho permitem detetar antigénios ou anticorpos e sao do

tipo Sandwich e competitivo (Tabela 5).

O VIDAS® recorre a tecnologia de Ensaio Enzimatico associado a Fluorescéncia (ELFA) e
aos imunoensaios para determinagao de parametros relativos a fun¢ao cardiaca, fungao

hormonal, exclusao de tromboembolismo venoso e procalcitonina (Tabela 6).



Tabela 5.

Parametros analiticos e métodos de ensaio

Advia® Centaur XP (manual do utilizador)

Tipo de Ensaio

Analito

Competitivo

Triiodotironina Total (T3)

realizados pelo aparelho

Tiroxina livre (fT4)

Triiodotironina livre (fT3)

Vitamina B12

Sandwich

Antigénio Prostatico Especifico Total
(PSAY)
Antigénio Prostatico Especifico Livre
(fPSA)

Hormona Estimulante da Tiroide (TSH)

Hormona Foliculo-Estimulante (FSH)

Anticorpo de Superficie anti-Hepatite B

(aHBs)

Antigénio de Superficie do virus da
Hepatite B (agHBs)

Virus da Imunodeficiéncia Humana
Adquirida (HIV)

Anticorpo anti- virus da Hepatite

(aHCV)

Antigénio Carcinoembrionario (CEA)

Antigénio de Cancro 125 (CA125)

Ferritina

Tabela 6. Parimetros analiticos e métodos de ensaio realizados pelo aparelho

VIDAS® (Bulas sao as referéncias)

Analito

Tipo de Ensaio

Marcadores Cardiacos

Mioglobina

Imunoensaio enzimatico tipo sandwich
com ELFA

Creatinina Cinase MB

Imunoensaio enzimatico tipo sandwich
com ELFA

Troponina | de alta

sensibilidade (hs-TI)

Imunoensaio enzimatico de
sandwich com ELFA

| passo tipo

Digoxina

Imunoensaio enzimatico de
sandwich com ELFA

| passo tipo

Peptideo Natriurético B

Imunoensaio enzimatico de
sandwich com ELFA

| passo tipo

Marcador de infecdo bacteriana

Procalcitonina (PCT)

Imunoensaio enzimatico de
sandwich com ELFA

| passo tipo

Fertilidade/Hormona

Gonadotrofina
Humana Beta

Hormona
Coridnica
(BhCG)

Imunoensaio enzimatico tipo sandwich
com ELFA

Exclusao de tromboembolismo venoso

D-Dimeros

Imunoensaio enzimatico de 2 passos

tipo sandwich com ELFA




As técnicas manuais correspondem a técnicas de detegao de antigénios ou anticorpos pelo
método de aglutinagao como Teste de Pesquisa de Doengas Venéreas (VDLR), Ensaio de
hemaglutinagao do Treponema pallidum (TPHA), Waaler-Rose, entre outros, e a testes
rapidos imunocromatograficos em que o objetivo é a detecao de antigénios presentes nos
produtos biologicos através de uma reagao de complexacao entre o antigénio presente na
amostra e um anticorpo especifico colorido — AC, para facilitar interpretagao. Ao
percorrer a fita de teste, o complexo anterior forma ligagio com os anticorpos
imobilizados na linha de teste (s6 em casos de resultado positivo) e que tem se ligar
obrigatoriamente aos anticorpos imobilizado na linha de controlo para se considerar um
resultado valido. Exemplos deste tipo de testes incluem os TrAg SARS-CoV-2, pesquisa de
antigénio da Legionella pneumophila sgl (urina), pesquisa de antigénio de Streptococcus

pneumoniae urina, pesquisa de antigénio do Virus Influenza A e B, entre outros.

2.3 Hematologia

Na area da Hematologia o CMLGS — Viseu esta equipado para determinar hemoglobina
glicada com o Hb9210®, velocidade de sedimentagao (VS) automatizada — VES-cube-30 —
e manual, hemograma de contagem total e contagem diferencial — Sysmex® 1000 e 550 -
tempo de protrombina (TP), Razao Normalizada Internacional (INR) e tempo de
tromboplastina parcial ativada (aPTT) — Sysmex® CA-500 — e esfregagos de sangue

periférico.

Os aparelhos Sysmex® 1000 e 550 recorrem a citometria de fluxo e citoquimica para fazer
a contagem total das células sanguineas e contagem diferencial das células da série branca
do sangue (Tabela 7). Estes aparelhos permitem ainda fazer esta contagem noutros fluidos
biologicos, assim que configurados para tal, como por exemplo em liquido sinovial, liquido
cefalorraquidiano, entre outros. O processamento para as amostras de sangue passa
apenas por homogeneizagao para evitar a formagao de coagulos e agregados plaquetarios,
uma vez que, embora as colheitas sejam feitas para tubos de acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) (que complexa com o calcio inibindo a cascata de coagulagao), o sangue

ao ficar imével, por vezes manhas inteiras, sedimenta.

Para a determinagao da hemoglobina glicada o aparelho Hb9210® utiliza a afinidade da
hemoglobina glicada ao boronato e a tecnologia de cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC), fazendo com que a eluicao dos outros tipos de hemoglobina (nao glicada) seja



mais rapida que a eluicao da hemoglobina glicada e conseguimos ver dois picos sendo que
a area abaixo da curva do segundo pico é proporcional a percentagem de hemoglobina

glicada.

Para a determinacao da VS, o dispositivo VES-cube-30 utiliza um método estandardizado
que esta relacionado com o método manual de Westergren, isto porque a analise é feita
em cerca de 34 minutos, sendo que ha uma primeira leitura do nivel de sangue e apés |15
minutos ha outra que determina o nivel de sedimentagao, depois por matrizes de calculo
o aparelho extrapola as duas leituras para | hora. Para a determinagao da VS manual, faz-
se a aspiracao de volume apropriado para uma seringa graduada especifica e espera-se |
hora, passado esse tempo vamos ver, com a ajuda da graduagao da seringa, o nivel da

sedimentagao.

Estes dois tipos de determinagoes — hemoglobina glicada e VS — tém o mesmo
processamento de amostras, sendo este igual ao da determinagdo dos parametros dos

hemogramas.

Para a andlise dos esfregagos de sangue periférico, inicialmente faz-se a preparagao da
lamina, identificando-a, procedendo-se de seguida a coloragao de May-Griinwald-Giemsa
e, por fim, observa-se sob microscopio ético com objetiva de 100x e 6leo de imersao,
obtendo-se uma contagem absoluta dos leucocitos e verificando-se a presenca de possiveis

anomalias na morfologia das células sanguineas.

O estudo da coagulagao é feito em sangue colhido para tubo de citrato de sédio, que é um
agente quelante para o cdlcio interrompendo assim a cascata de coagulagao, obtendo-se
assim o produto biolégico denominado de plasma. Este € um processo reversivel, sendo
apenas necessario adicionar novos ides de calcio (método da coagulagao), para repor a
coagulagao, sendo esta a razao pela qual o citrato de sodio é o anticoagulante mais usado
nos exames de coagulagao. O aparelho Sysmex® CA-500 series utiliza esse principio para

as determinagoes de TP, INR e aPTT.

Tabela 7. Parametros analiticos de hemograma realizados pelos aparelhos Sysmex® 1000 e 550

Avaliacao quantitativa, qualitativa e citologica da série

Eritrograma
vermelha do sangue.

Proteina responsavel pela coloragio vermelha do
sangue, com funcao de transporte de gases. A sua
determinagao permite avaliar presengas de anemias.

2

Hemoglobina (Hb)




Tabela 7. Parametros analiticos de hemograma realizados pelos aparelhos Sysmex® 1000 e 550
(continuagao)

Célula que contém a Hb. Doseamento representa o

Eritrocitos , , .
numero total destas células por litro de sangue.

Parametro que determina o volume total de
eritrécitos em relagdo ao volume total de sangue.
Relevante em anemias, mas pode induzir em erro em
caso de desidratagoes, por exemplo. (2)

Hematoécrito (Ht)

Representa o tamanho médio dos eritrocitos, €
calculado a partir da contagem de eritrocitos e do
Ht. Importante para determinar se as hemacias sao
macrociticas, normocitica ou microciticas. (2)

Volume Globular médio (VGM)

Medida da quantidade média de Hb que existe em
cada eritrécito, determinado a partir da quantidade

Hemoglobina Globular média (HGM) total de Hb da contagem de globulos vermelhos.
Importante para relatar se ha hipercromia,
normocromia ou hipocromia. (3)

Concentracdo Média de Hemoglobina Avalia a concentragao média de Hb por eritrocito, é
Globular (CMHG) uma razao entre a quantidade de Hb e o Ht. (3)

Avalia a variagdo do tamanho dos glébulos

indice de Distribuigio Eritocitaria (RDW) vermelhos. (3)

Avaliacao quantitativa, qualitativa e citologica da série

Leucograma branca do sangue.
Leucdcitos A contagem diferencial dos leucécitos permite
Neutrofilos distinguir as células polimorfonucleares (neutrofilos,
Eosindéfilos eosindfilos e basdfilos) das mononucleares (linfocitos
Baséfilos e mondcitos). A alteragdo das proporgdes
Linfécitos fisioldgicas destes parametros orienta para diferentes
. diagnosticos como doengas infeciosas, inflamatorias
Mondcitos

e doengas proliferativas. (2)

Avaliagao quantitativa, qualitativa e citolégica das

Trombocitograma
plaquetas.

Fragmentos citoplasmaticos de megacariocitos e

Plaquetas . <
q anucleadas. Fungoes importantes na coagulagao. (2)

Representa o tamanho médio das plaquetas numa
amostra. VPM baixos estio associados a doencas
inflamatorias intestinais, quimioterapia e a varios
tipos de anemia. (2)

Volume Plaquetar médio

Corresponde a percentagem que as plaquetas

Plaquetécrito ocupam no sangue. (2)

Indica-nos a semelhanga das plaquetas em tamanho.
Indice de Distribuicdo Plaquetaria Valores elevados estio associados com doencgas
vasculares. (4)

Sdo os Ultimos precursores do eritrécito, que nao
sendo células maduras, entram na corrente sanguinea

Reticuldcitos quando a contagem eritocitaria diminui, como forma
de compensagao, por isso em caso de anemias devem
ser sempre avaliados. (3)

O contetido de hemoglobina nos reticulécitos esta
Hemoglobina Reticulocitaria associado a quantidade de ferro disponivel na medula
ossea para a produgao de hemoglobina. (5)

2.4 Microbiologia

Na drea da Microbiologia o CMLGS — Viseu esta equipado para a identificagio e

antibiograma de microrganismos, realizacio de hemoculturas, varios tipos de exames



culturais, como por exemplo uroculturas, coproculturas, pesquisa de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA), pesquisa de Streptococcus sp. do grupo B, exames
micologicos, entre outros, varios outros tipos de técnicas manuais como exames
parasitologicos, pesquisa de Clostridium difficile e suas toxinas A e B. Faz-se também a
pesquisa de SARS-CoV-2 por PCR em tempo real. Para além disso nesta area faz-se
também pesquisa de sangue oculto nas fezes, teste imunolégico de gravidez e observagao

de sedimentos urinarios.

Para a identificagao e antibiograma de microrganismos, o laboratério tem como recurso o
Vitek® 2 Compact que utiliza uma metodologia fluorogénica para identificagao e uma

turbidimétrica para os testes de suscetibilidade.

Para as hemoculturas tem-se ao dispor o aparelho BD Bactec FX40, e também os frascos
apropriados da mesma casa comercial, e utiliza um principio de dete¢ao na variagao de
fluorescéncia emitida que é proporcional a quantidade de diéxido de carbono libertada
pelo microrganismo que depois ¢ interpretada pelo aparelho de acordo com parametros
de positividade pré-programados (6). Os frascos que derem positivo passam depois por
um processo de isolamento de microrganismos, identificacao e antibiograma, enquanto os

negativos sao guardados até ser possivel fazer a sua eliminagao.

A pesquisa de SARS-CoV-2 por PCR em tempo real é feita pelo aparelho GeneXpert®.
Este aparelho é automatizado e integra a purificagdo da amostra, amplificacao de acidos

nucleicos e a detegao da sequencia-alvo utilizando PCR em tempo real.

Os exames culturais sao varios e sao técnicas manuais para isolamento de microrganismos
potencialmente patoldgicos presentes nos produtos bioldgicos para analise. Para tal, o
laboratério tem a sua disposicao os meios de cultura apropriados da casa comercial
bioMérieux® que podem ser meios solidos ou meios liquidos (Tabela 8). Depois da
sementeira, os meios vao para a incubadora que esta a uma temperatura de 36,5-37°C,
podendo ser necessarias caixas com geradores para potenciar o crescimento 6timo dos

microrganismos em causa.

A técnica de pesquisa do Clostridium difficile e das suas toxinas A e B é feita por ensaio
imunocromatografico. O teste para a pesquisa do microrganismo € um teste qualitativo
imunoenzimatico de fluxo lateral para a detecao dos antigénios para a glutamato
desidrogenase (GDH) do C. difficile em amostras de fezes. Primeiro, os anticorpos anti-

GDH, eventualmente presentes na amostra (no caso dos testes positivos), reagem com as
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particulas coloridas ligadas a antigénios presentes na fita de teste, e a amostra move-se por
acao capilar até chegar a linha de teste onde ha anticorpos especificos para o complexo
anti-GDH/antigénio-corante e estes ligam-se, formando a primeira linha. A amostra, pelo
mesmo principio, elui até chegar a linha de controlo onde ha anticorpos para os antigénios
corados que restam e esta linha tem sempre de aparecer uma vez que serve de controlo
para o procedimento. A detegao das toxinas envolve o mesmo método, sendo que para
cada teste nas linhas de teste ha anticorpos anti-Toxina A e no outro anticorpos anti-

Toxina B.

A pesquisa de sangue oculto nas fezes é realizada para detetar a presenga de hemoglobina
(Hb) humana. Os anticorpos da hemoglobina humana sao imobilizados na regiao da linha
de teste na membrana. Durante o teste, a amostra reage com os anticorpos da Hb
conjugados com particulas coloridas e pré-revestidos na almofada da amostra do teste. A
mistura migra entao ao longo da membrana por agao capilar e interage com os
componentes na membrana. Se existir Hb suficiente na amostra, uma linha colorida formar-
se-a na regiao da linha de teste. Também ¢ necessario que haja a formagao da linha de

controlo, uma vez que esta serve como controlo do procedimento.

Tabela 8. Meios de cultura utilizados na area de Microbiologia e seus principios

Meio de Cultura

Meio cromogéneo para identificagio presuntiva,
CPS Elite contagem e isolamento de microrganismos em
amostras de urina.

Isolamento seletivo de enterobactérias e Escherichia
MacConkey (MCK)

coli.
Chocolate + Polyvitex Isohlame.nto de bactérias‘ exigentes, por 'exemplo,
(PVX) Neisseria sp., .Haemophllus sp. Enriquecido com
fatores X (hemina) e V.
Sabouraud e Isolamento seletivo de leveduras e bolores a partir
Gentamicina + de amostras polimicrobianas.
Cloranfenicol (SGC2)
Chocolate + Polyvitex Isolamento seletivo para N. gonorrhoeae e N.
VCAT3 (VCAT3) meningitidis em amostras polimicrobianas
Chapman (MSA2) Meio para Staphylococcus aureus meticilina resistente.

Isolamento de bactérias exigentes e deteta hembélise.
Também adequado para isolamento de bactérias
anaerobias.

Columbia + 5% sangue
de ovelha (COS)

Isolamento seletivo para Campylobacter sp. de
amostras de fezes. A preseng¢a de sangue favorece o
Campylosel (CAM) crescimento da espécie alvo e a presencga de
antibioticos e antifungicos inibem o crescimento de
contaminantes bacterianos e fungicos.




Tabela 8. Meios de cultura utilizados na area de Microbiologia e seus principios
(continuagio)

Meio de isolamento seletivo que permite o

crescimento das bactérias de Gram positivas e

Columbia + 5% sangue detecdao das hemolises. As bactérias de Gram negativo
¢ g

de ovelha com acido e Bacillus siao inibidos pelo acido nalidixico e
nalidixico (CNA) colimicina contidos na gelose e a presenga de sangue
permite a revelagao de hemolise para orientagao da

identificacdo bacteriana.

Haemophilus Meio seletivo para isolamento das diferentes espécies
Chocolate 2 (Hae2) de Haemobphilus.
Hektoen (HKT) Isolamento seletivo para Salmonella sp. e Shigella sp.
Chromid® Strepto B Meio cromogéneo seletivo para o de rastreio
(STRP B) Streptococcus sp. do grupo B.

Caldo de enriquecimento seletivo destinado a
detegao de estreptococos do grupo B na mulher
gravida. Os antibidticos presentes no meio — acido
nalidixico e «colistina — inibem a maioria dos
microrganismos de Gram negativos do microbioma de
acompanhamento.

Caldo Todd-Hewitt

Caldo Brain-Heart Base nutritiva. Indicado para <crescimento de
Infusion microrganismos aerdbios exigentes.

Para enriquecimento da Salmonella sp. a partir de

Caldo Selenite .
amostras fecais.

Caldo Lowenstein Cultura de micobactérias. Meio enriquecido com a
Jensen presenca de ovos, aspergina e fécula.

O teste imunoldgico da gravidez (TIG) é também um teste de fluxo lateral para detegao
qualitativa da hormona gonadotrofina corionica humana (hCG) em amostras de urina
através de ensaio imunocromatografico. No pogo da cassete, onde se inserem as gotas de
urina, estao imobilizados anticorpos anti-hCG coloridos que complexam com a hCG
presente na urina, depois este complexo migra ao longo da membrana por capilaridade
para reagir com os anticorpos que estao imobilizados na linha de teste e formam a linha
colorida, se o teste for positivo. A linha de controlo tem de aparecer também, porque

serve como controlo para o procedimento.

A observagao do sedimento urindrio faz parte do processo da analise sumaria de urina,
mas também do exame bacteriologico da urina assética, onde a microscopia Otica,
observamos com objetiva de 40x a presenca de leucocitos, eritrocitos, células epiteliais,

cristais e bacterilria e com a objetiva de 10x observamos os cilindros.

3. Garantia de Qualidade

A politica de Qualidade do Grupo Germano de Sousa(7) define-se por 5 pontos fulcrais

que sao:
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e Focalizagdo no cliente.

e Gestao de recursos.

e Responsabilidade e envolvimento dos colaboradores.

e Cumprimento das Normas e Boas Praticas Laboratoriais.

e Garantia de qualidade dos resultados.

Para assegurar a Qualidade, o CMLGS — Viseu segue de forma rigorosa o Manual de Boas
Praticas Laboratoriais (MBPL), todos os procedimentos laboratoriais estao “escritos, em
formato fisico” e/ou “eletronico, abrangendo toda a organizagdo do laboratério, as
diferentes etapas analiticas e sua execu¢ao, bem como a formagao e qualificagao dos
colaboradores da area técnica e da area administrativa.” Todos estes documentos sao
arquivados no proprio laboratorio até um periodo minimo de 5 anos, depois desse periodo
sao levados para o armazém onde sao arquivados definitivamente até ordem de poderem

ser destruidos.

A chave para sucesso de qualquer laboratério é a capacidade de obter resultados precisos
e exatos em todos os ensaios. Para isso, ha uma necessidade diaria de controlar todos os
parametros a que o laboratério da resposta. Como tal, ha em plano semanal tabelas de
controlos internos em cada area laboratorial do CMLGS — Viseu, assim como planos

mensais de avaliagao externa de qualidade.

3.1 Controlo de Qualidade Interna (CQI)

O controlo de qualidade interno é um passo de extrema importancia, uma vez que se os
parametros nao estiverem dentro dos valores aceitaveis, ou seja controlados, nao ha
indicagao de que estamos a fornecer resultados fidedignos e precisos ao utente e aos
clinicos. Por outro lado, o controlo de qualidade permite-nos verificar, dia apos dia, certas
tendéncias que possam surgir com o tempo, permitindo-nos atuar de forma a reduzir
variabilidade de resultados. Para tal, consoante o MBPL, o laboratério tem um programa
de garantia da qualidade estabelecido e aprovado que consiste na avaliagao de todos os
parametros analiticos realizados, na maioria, diariamente, sendo que ha alguns passos a

ultrapassar até podermos validar estes controlos.

Mas, em primeiro lugar, como podemos saber se os processos analiticos estao
controlados? Para isto, o que fazemos ao inicio € utilizar controlos que sao produtos de

origem humana, animal ou quimicos utilizados para monitorizar a qualidade e consisténcia
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dos processos analiticos. Isto € feito todos os dias antes de se correr qualquer amostra
dos pacientes, para monitorizar a existéncia de erros aleatérios, que sao erros sem padrao
e sao uma dispersao nao sistematica dos valores em torno da média, ou erros sistematicos,
que afetam diretamente a média do processo fazendo com que haja deslocagoes do seu
valor em termos de localizagao. No fundo, pretendemos avaliar a precisao e a exatidao
dos processos analiticos e, com isso, podemos depois estatisticamente avaliar as
distribuicoes dos resultados desses controlos e verificar assim as tendéncias dos nossos

métodos.

Na analise desses dados, o melhor cenario possivel é os resultados coincidirem sempre
com o valor dado para a média, mas isso nao acontece, pelo que pretendemos que haja
precisao, exatidao e simetria entre os resultados. Para tal, avaliamos os resultados
distribuidos num grafico de Levey-Jennings em que o ideal é representado por uma linha
horizontal dada pela média (y = valor de média), e dessa linha nascem mais 6 paralelas e
com amplitude simétrica para cima e para baixo a que chamamos, por pares, desvio-padrao
| (Is), desvio-padrao 2 (2s) e desvio-padrao 3 (3s). De notar, que estas linhas tém origem
de um processo estatistico rigoroso, em que as casas comerciais dos controlos apos
testarem os lotes muitas vezes, conseguem produzir uma média, e os 3 pares de desvios.
No laboratério s6 temos de aplicar aos graficos produzidos por estes valores, que sao
cartas de controlo, as Regras de Westgard (RW), que sao um conjunto de regulamentos
utilizados para controlo de qualidade e usam uma combinagao de critérios de decisao para
determinar se uma corrida analitica esta dentro ou fora de controlo, examinando a
aceitabilidade de um processo analitico. As RW sao utilizadas, em geral, com 2 ou 4
medicoes de controlo por procedimento, o que significa que elas sao apropriadas quando
2 controlos diferentes sao usados | ou 2 vezes por analito, o que é o caso no CMLGS —

Viseu.
Segundo as RW temos um processo analitico fora de controlo se:
*Ha um valor que ultrapassa os limites 3s (13,), e a analise deve ser rejeitada;

*Ha um valor que ultrapassa os limites 2s (1), e serve de aviso para inspecionar os dados

de controlo;

*Ha 2 valores consecutivos que ultrapassam os limites 2s (2,), e a corrida analitica deve

ser rejeitada;



*Ha | medicao de controlo num grupo que excede o limite 2s e outra excede o limite -2s
(R4s), € uma regra que deve ser interpretada apenas dentro da mesma analise e nao em

andlises diferentes. Se acontece, deve rejeitar-se;

*Quando temos 4 valores consecutivos que ultrapassam os limites Is (4, e a corrida

analitica deve ser rejeitada;

*Quando 10 valores consecutivos estaio do mesmo lado do grafico, acima ou abaixo da

média (10,), e deve ser rejeitada;

Em seguida esta um esquema (Esquema |) para facilitar a interpretagao:

Resultado

Processo analitico controlado — aceitar corrida

Processo analitico ndo controlado — rejeitar corrida

Esquema |: Processo de aceitagao de corridas analiticas de controlo, segundo as regras
de Westgard.

Portanto, todos os equipamentos passam por este processo criterioso de controlos. Mas

o que fazer quando temos de rejeitar corridas?

Se ha violagao das RW, temos de verificar qual é o tipo de erro — sera uma tendéncia ou
desvios (alteragoes bruscas)? Isso é passivel de analisar nas cartas de controlo e temos de
ter espirito critico no que toca a resolugao de problema para identificar qual é a sua origem,
que pode ser prépria do equipamento, por exemplo a deterioragao no sistema otico,
acumulagao gradual de residuos de amostras; ou pode ser do envelhecimento dos

reagentes e/ou dos controlos e este tipo de causas estao em linha com o aparecimento de
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tendéncias, enquanto que falhas repentinas da fonte de luz, mudangas de lotes de reagentes
e controlos, avarias no sistema de pipetagem e mas calibragoes estao mais de acordo com

os desvios.

De qualquer maneira, havendo violagao das regras o que podemos fazer em primeira
instancia sera repetir o ensaio, para podermos descartar algumas das possiveis causas,
como problemas intrinsecos ao aparelho, e assim, se o erro persistir, deveremos verificar
as datas de validade lotes dos reagentes e controlos e, que estando dentro de
conformidade, prosseguimos as recalibragoes. A diferenga entre os materiais de controlo
de qualidade e os materiais de calibragao é o facto dos calibradores virem de fabrica com
valores de concentragao definidos e que serve de material secundario com o qual o teste
se compara para determinar a sua concentragao em analitos, enquanto que os materiais
de controlo de qualidade sao feitos de forma a mimetizar o mais possivel as amostras dos
utentes, num processo analitico. Entao, apos este procedimento de erradicagao de fontes
de erro possiveis, deve ser possivel controlar o método, no entanto caso nao acontece
podemos ter de chamar assisténcia técnica para resolver os problemas relacionados com

O equipamento.

Ha um plano semanal de CQI no CMLGS - Viseu, exceto para certos equipamentos e
técnicas que tém uso restrito a certos dias, de forma a ser financeiramente rentavel, e por
isso os controlos sao feitos apenas quando se utiliza dito equipamento ou técnica, como é
o caso do MiniCap ou as técnicas manuais de serologia infeciosa (sempre que ha pedidos).
Este é um processo que se faz uma unica vez por dia, e embora haja um grande volume de
amostras, nao é justificavel, ainda assim, fazer mais que uma vez, também porque é um
laboratério que esta em funcionamento 24 horas, por isso, infere-se que o inicio de
trabalho coincide também com o final do dia de trabalho. Isto é um facto que é transversal
a todos os outros processos de controlo de qualidade nas outras areas, exceto na area de
Microbiologia, pois o controlo que é feito, todas as semanas, é para a verificagao da
esterilidade da solugao salina utilizada para fazer as suspensoes para identificagao e
antibiogramas do Vitek® 2 Compact e suspensoes de exsudados para cultura, pela
sementeira de uma gota dessa solugao num meio Columbia (COS). Nesta area, como as
geloses sao adquiridas diretamente da casa comercial bioMérieux® nao ha necessidade de
Ihes fazer o controlo, apenas se verificam as carateristicas macroscopicas, como aspeto

geral (cor, transparéncia, entre outras).



Durante o meu tempo de estagio, fiquei responsavel pelo CQIl de pelo menos um dos
aparelhos de cada area, assim como das suas manutengoes, sendo que na area de
bioquimica foi o Dimension® RxL Max RMS, na area da imunologia foi o Advia® Centaur
XP, na area de hematologia foi o Sysmex® 550 e na area de microbiologia fiz o controlo

da solucao salina.

3.2 Controlo de Qualidade Externa (CQE)

Seguindo as instru¢oes do MBPL “o laboratério tem de participar em programas de
avaliagao externa da qualidade reconhecidos por organismos Nacionais e Internacionais,
ou, se nao disponiveis, em ensaios interlaboratoriais” (8). Nao se trata de uma verificagao
de precisao de resultados internos, mas sim de exatidao. Podemos ter resultados que sao
sistematicamente precisos, mas quando comparados com outros laboratorios verificamos
a existéncia de inexatidao, o que significa que podemos estar a dar resultados errados aos

pacientes de forma continua. E € ai que entra a Avaliagao Externa de Qualidade (AEQ).

Ao participar nos programas externos e/ou interlaboratoriais ha a possibilidade de ser
efetuada uma comparagao interlaboratérios com objetivo de uniformizar e dar
credibilidade aos nossos resultados e melhorar os niveis de desempenho do nosso

laboratorio.

As organizagoes que desenvolvem estes projetos sao responsaveis por preparar as
amostras para avaliagao, analisar os resultados e preparar um relatério final, enquanto que
os participantes examinam as amostras, preenchem as folhas de resposta de acordo com

os resultados obtidos e, por ultimo, estudam o relatério final.

A nivel laboratorial, as amostras que chegam ao laboratério para AEQ sao tratadas como
se tratam as amostras dos pacientes, com os mesmos procedimentos e critérios. No final,
quando se recebem os relatorios finais, ha uma reuniao sobre o desempenho do
laboratorio entre todos os colaboradores e, no caso de ser necessario, ha implementagao

e registo de agOes preventivas e/ou corretivas.

O CMLGS - Viseu participa nos programas do Plano Nacional de avaliagio Externa de
Qualidade — Instituto de saude Dr. Ricardo Jorge (PNAEQ/ECAT Foundation), no plano
elaborado pela Sociedade Espanhola de Medicina de Laboratério (SEQC) e no plano

dirigido pelo Servigo de Avaliagao de Qualidade Externa do Reino Unido (NEQAS).



No PNAEQ/ECAT Foundation apenas participa a area da coagulagao e é uma avaliagao

feita 8 vezes por ano.

No programa NEQAS participa a avaliagio dos parametros da hematologia, mais
propriamente as contagens totais das células sanguineas, feita todos os meses, e a contagem

diferencial de leucocitos feita de 2 em 2 meses.

No programa SEQC ha a avaliagao de mais parametros. No que diz respeito a area da
bioquimica participam todos os parametros determinados nos Dimension® RxL Max, no
soro e na urina, sumaria de urina feita pelos Aution® Jet e Max; entram nesta avaliagao
também os marcadores cardiacos avaliados pelo VIDAS®, os marcadores tumorais e de
imunologia aferidos pelo Advia® Centaur XP e também os estudos hormonais
determinados no Advia® Centaur XP e pelo VIDAS®. Todas estas sao avaliagoes mensais.
Apenas o CQE para as serologias infeciosas, determinadas pelo Advia® Centaur XP é feito

apenas 4 vezes por ano.

O trabalho do diretor é analisar, em primeira instancia, se os resultados obtidos pelo
laboratério estio em conformidade com os outros laboratérios que participam nos
programas. Se nao houver nao-conformidades, significa que os resultados estao exatos e
precisos e, portanto, os resultados relatados aos utentes sao fidedignos. Se houver nao-
conformidades, todos os colaboradores em conjunto tém de apresentar agoes preventivas
e corretivas a serem implementadas para reduzir o risco, e até mesmo elimina-lo, para que

nao volte a acontecer.
3.3 Auditoria Interna

As auditorias internas, que fazem parte de processos de avaliagao, devem ser feitas em
ciclos de | ano para determinar se todas as atividades do Sistema de Gestao de Qualidade
(SGQ) estao em conformidade com os requisitos da Norma ISO 9001:2015 e os do
laboratério e se estas sao implementadas, efetivas e mantidas. Durante este processo,
avalia-se a Gestao de Risco (GR) por parte do laboratério, sendo que este deve avaliar o
impacto dos processos de trabalho e potenciais falhas nos resultados, pois afetam a
seguranga do utente, e, tendo isto em conta, devem ser feitas alteragdes nos
procedimentos para reduzir e eliminar riscos, sempre que necessario, e estas modificagoes

devem ser documentadas, assim como as agoes tomadas (preventivas e/ou corretivas).

O processo da identificagao de risco tem varios passos: i) identificagao de processos de

risco elevado, onde um erro poe em risco a seguranga do utente, ii) identificagao de
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acidentes e incidentes ocorridos, estes associados a desvios aos requisitos normativos, iii)
classificagao dos riscos, iv) utilizar indicadores da qualidade, para controlar os riscos, v)

monitorizagao da eficacia, utilizando elementos do controlo.

A GR segue a estratégia de Analise de Modo e Efeitos de Falha (FMEA), onde se compara
a severidade do possivel dano causado, classificada numa escala de negligenciavel — | —a
critico — 5 —, com a probabilidade do erro efetivamente acontecer, de improvavel — | —a
frequente — 5. Depois de classificarmos o erro nestas duas vertentes de | a 5, calculamos,
ao multiplicar os dois resultados, e obtemos o resultado final que é o impacto (I), que tem
um intervalo de | a 25, sendo que para riscos com [I<9 nao é necessario implementar
acoes, para riscos com | entre 9-15 é necessaria monitorizagao e para riscos com I>15 a
implementacao de agdes é obrigatéria. Depois o laboratorio tem de adotar forma de

mitigar esses erros, que passam por reduzi-los e, em melhor caso, elimina-los.

Estes erros podem ser pré-analiticos, analiticos e pods-analiticos. Por isso, em todo o
processo laboratorial, desde as condi¢oes de colheita, transporte, examinagao e entrega
de resultados, devem ser estabelecidos Indicadores de Qualidade (IQ) que monitorizem
de forma planeada ao instituir objetivos, metodologia, interpretagao, limites, plano de agao
e duragao. Os IQ tém de ser mensuraveis para se conseguir de forma objetiva classificar e
avaliar, porque é diferente determinar o numero de vezes em que a amostra do soro

sofreu hemolise, que é o correto, ao invés de estimar quantas colheitas foram bem feitas.

Num processo de auditoria todos estes fatores sao tidos em conta e, as vezes, o problema
nao € o laboratério ter erros, mas sim que estes nao foram documentados e por isso nao
foram estabelecidas agoes, corretivas e/ou preventivas, para mitigar essas nao-

conformidades.

No Grupo Germano de Sousa (GGS), as auditorias internas sao anuais e as externas sao
realizadas de 2 em 2 anos. No tempo em que estive a estagiar no CMLGS — Viseu assisti a
auditoria interna, que foi realizada a 4 de outubro de 202I. Foi um processo para o qual
todos os colaboradores se prepararam, verificando se todos os processos analiticos
estavam bem documentados, se as calibragoes, nao sé dos aparelhos de analises, mas
também dos instrumentos de analise, como micropipetas, estavam em conformidade e
dentro de validade, e foi feita revisao dos procedimentos porque os auditores questionam
os colaboradores, visto que as pessoas também sao avaliadas uma vez que sao uma parte

fundamental para o bom funcionamento de um laboratério.



No final, os avaliadores emitem o relatério da avaliagdo com as nao-conformidades reais
ou potenciais que detetaram, que no caso da auditoria que participei, a responsabilidade
do laboratério, foi apenas identificada uma sugestao de melhoria, que foi imediatamente
implementada, e outras 2, mas estas ao encargo do Hospital CUF — Viseu. Portanto, o
laboratoério recebeu revalidacao do certificado da Norma ISO 9001:2015, com acreditagao

pelo Instituto Portugués de Acreditagao (IPAC).

4. Casos Clinicos

4.1 Colite Ulcerosa

A relagao entre o microbioma intestinal e o sistema imunitario é vital para a manutengao
da homeostase e salde humana. O sistema imunitario estabelece e modula a
imunotolerancia a microbiota do hospedeiro; por sua vez, o sistema imunitario é
influenciado por fatores ambientais e genéticos, fazendo assim com que a resposta aos
agentes patogénicos esteja dependente destas relagdes. E sabido também que o
microbioma intestinal influencia a imunidade da mucosa intestinal e, portanto, um
desequilibrio nesta interagao complexa esta associado a um vasto espetro de patologias,
nomeadamente as do sistema imunitario, que afetam nao so, mas em particular, o sistema

digestivo (9).

Exemplos de patologias imuno-mediadas sao as Doengas Inflamatoérias Intestinais (DII), em
particular a Doenga de Chron (DC) e a Colite Ulcerosa (CU). Estas sao doengas
inflamatorias cronicas, de agravamento progressivo, que afetam cerca de 0,4% de europeus
e norte-americanos, e cuja incidéncia tem vindo a aumentar a nivel mundial. Acredita-se
que a fisiopatologia destas doengas resulte da influéncia de fatores genéticos e ambientais
que diao origem a uma resposta inflamatéria, sendo que a progressao da doenga é

caraterizada por remissoes e reincidéncias, as ditas crises, por vezes agudas, da inflamacao
(10).

As infegOes entéricas, que sao as principais causas responsaveis por disbiose intestinal,
incluem-se no grupo dos fatores ambientais envolvidos na fisiopatologia e na ocorréncia
de crises nas DIl. No entanto, as infegoes nao sio todas iguais e, por isso, algumas, se nao
a maioria, nao tém consequéncias diretas nas DIl, como por exemplo o Helicobacter pylori
e os helmintas intestinais, que tém sido associados a um menor risco de DII. Por outro
lado, microorganismos como Clostridium difficile, Campylobacter sp., Helicobacter sp.

enteropaticas (HSE), Salmonella sp, Citomegalovirus, Candida sp., entre outros, tém sido
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implicados como modificadores do risco de DIl bem como desencadeantes e/ou agravantes
de crises em pacientes que padecem destas patologias. No entanto, ¢ dificil estabelecer
relagao causal entre as DIl e a predominancia de certos microorganismos, pois se por um
lado ha evidéncia dessa disbiose, por outro lado também se sabe que um estado
inflamatorio créonico pode promover o risco de infecoes e colonizagoes por espécies
patogénicas que se tornam oportunistas, e em quadros inflamatoérios graves podem mesmo

passar a ser patoldgicas (I1).

4.1.1 Colite Ulcerosa

No dia 25 de margo de 2022, um senhor de 38 anos ja diagnosticado com colite ulcerosa,
recorreu ao servi¢co de atendimento permanente do Hospital CUF — Viseu com sintomas

sugestivos de uma crise da doenga, que incluiam diarreia e dores abdominais.

Perante este caso, o médico atendente quis descartar a possibilidade de se tratar de uma
colite infeciosa. Para tal, requisitou analises microbioldgicas as fezes (Fig. |) e pesquisa de
virus e micobactérias a partir de uma biopsia do colon do doente. Tais analises permitiam
ao médico perceber se uma infecao estaria subjacente a crise e se iria ser necessario uma

terapéutica dirigida a um determinado microrganismo.

Fig. I. Amostra de fezes do paciente, liquidas e avermelhadas.

Todas as andlises microbiologicas foram realizadas pelos métodos manuais de

microbiologia no CMLGS — Viseu e a bidpsia foi enviada para o CMLGS — LX.
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A primeira analise realizada foi a pesquisa do Clostridium difficile e das toxinas A e B, pelo
método de imunocromatografia com o teste de pesquisa do antigénio GDH e das toxinas.

Este exame demonstrou a presenga do microrganismo e da sua toxina A (Fig. 2).

Depois preparam-se as laminas para o exame direto das fezes, que apos a secagem, foi feita
a coloragao de May-Griinwald-Giemsa, e também laminas para a observagao do balango
do microbioma intestinal, mas estas com a coloracio de Gram. A microscopia ética com
objetiva de 100x e com 6leo de imersao, confirmou-se nas primeiras laminas a presenga
de leucocitos e eritrocitos e nas segundas verificou-se um equilibrio entre microrganismos

de Gram + e de Gram- (Fig 3).

Fig. 2. Fotografia do resultado para a GDH do C. difficile e Toxinas A e B.

Fig. 3. Fotografia da observagao a microscopio
otico com objetiva de 100x com odleo de
imersio da lamina de coloragio Gram da
amostra, onde se verificou um equilibrio da

flora Gram negativa.
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De seguida, iniciou-se o procedimento de cultura nos varios meios necessarios.

Para o exame bacteriolégico — coprocultura — que tem o intuito de isolar e identificar
espécies de Campylobacter sp., Salmonella sp. e Shigella sp., utilizaram-se os meios
Campilosel (CAM) para isolamento do Campylobacter sp., MacConkey (MCK) que faz
isolamento seletivo para as enterobactérias e Escherichia coli, Caldo de Selenite para
enriquecimento das espécies de Salmonella sp. a partir de amostras fecais, sendo que esta
ultima foi posteriormente repicada para o meio Hektoen (HKT), que é um meio seletivo
para a Salmonella sp. e Shigella sp.. Depois do tempo necessario para o crescimento destas
espécies passar, verificou-se que nao havia crescimento sugestivo destes microrganismos,
pois no meio CAM apesar do crescimento de colonias estas eram oxidase e catalase
negativas, sendo que o Campylobacter sp. € positivo para estes dois testes, no meio MCK
o crescimento bacteriano é avermelhado/rosa uma vez que fermenta a lactose presente
no meio, sendo que a Salmonella sp. e a Shigella sp. nao fermentam esse agucar e tinham de
formar colonias transparentes/sem cor e, por ultimo, no meio HKT a presenca de
Salmonella sp. e de Shigella sp. seria evidente pela presenga de crescimento verde/verde

azulado porque nao fermentam os agucares presentes no meio, o que foi o caso, uma vez

que os microrganismos que cresceram tinham coloragao amarelada (Fig. 4)

Fig. 4. Coprocalturas em meio: a) CAM, b) MCK e é) HKT. Nenhumas das culturas é sugesﬁvo do crescimento

de Salmonella sp., Shigella sp. e Campylobacter sp.

Para o exame micolégico, fez-se a sementeira por estrias (4 quadrantes) da amostra no
meio de Sabouraud + gentamicina e cloranfenicol (SGC2), que pela adigao de gentamicina

tem a capacidade de promover a inibigao de bactérias de Gram + e de Gram- (maioria) e
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o cloranfenicol melhora a seletividade ao inibir as estirpes resistentes a gentamicina,
fazendo com que seja um meio apropriado para isolamento seletivo de leveduras e bolores
a partir de amostras polimicrobianas. Neste meio, passado o tempo adequado a 37°C,
verificou-se o crescimento de coldnias brancas, lisas, brilhantes, mucoides e com bordo
regular (Fig. 5), e entao fez-se a prova da filamentagao ao repicar uma colonia em soro de
uma outra amostra e esperou-se cerca de 2h e, a microscopia otica com objetiva de 40x,
observou-se a existéncia de formagiao de tubos germinativos (Fig. 6), confirmando assim
que era Candida sp., uma vez que esta € uma caracteristica morfoldgica apenas observada

para a Candida albicans para a Candida dublinienses.

Fig. 5. Colonias brancas e mucosas sugestivas de Candida sp. no meio de Sabouraud e gentamicina.

Fig. 6. Fotografia da observagdao entre limina e lamela da prova de filamentagao, observando-se a

presenca de pseudohifas.
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Para o exame parasitoldgico, usou-se um kit que utiliza o método de Ritchie modificado
para concentrar os parasitas se existirem, e facilitar posteriormente a sua observagao ao
microscopio otico. Um passo, que nao € necessario, mas que ajuda na observagao é
também a adigao de 2-3 gotas de Lugol no concentrado final. Esta observagao nao permitiu
identificar nenhum parasita, no entanto foi apenas realizada para uma amostra, o que nao
permite afirmar a auséncia destes microrganismos, pois alguns tém eliminagao intermitente
e, por isso, um resultado negativo apenas seria valido se fosse realizada a analise de 3

amostras diferentes colhidas em dias diferentes.

No que diz respeito ao estudo feito com a amostra obtida por bidpsia do célon, o intuito
foi fazer a pesquisa de micobactérias, pela coloragao de Ziehl-Neelsen, e a pesquisa do
DNA do Citomegalovirus (CMV) e do Virus BK por PCR em tempo real, sendo que destes
o Unico que deu positivo foi a presengca do DNA do virus CMV. Este resultado deve ser
encarado com cuidado, uma vez que apesar da presenca de DNA deste microrganismo ser
sugestivo de infecao, ele tem como caracteristica a possibilidade de entrar no estado
latente, e a sua positividade determinada por PCR pode ser indicador de que o virus esta
presente na mucosa intestinal e nao se ele esta em laténcia ou se foi reativado. Para tal,
aconselhava fazer pesquisa de antigénio do CMV, mais propriamente dosear a IgM anti-

CMV.

Todos estes microrganismos mencionados na introdugao deste caso, poderao estar como
causa ou consequéncia, envolvidos em casos de agudizacao da condicao ja diagnosticada
neste doente, pelo que a sua pesquisa deve ser feita na medida em que a sua presenga ou
auséncia vai condicionar a terapéutica a realizar. Tratamentos com antibioterapia,
sobretudo se de largo espectro, podem alterar ainda mais o microbioma intestinal podendo
deteriorar ainda mais o quadro clinico. Assim, excluindo-se infegoes entéricas que exijam
a necessidade de antibioterapia, ha outras vias terapéuticas para controlar as crises e
posteriormente prolongar as remissoes, em particular o uso de corticoterapia e outros

imunomoduladores.

O facto de o doente se encontrar positivo para a infegao por C. difficile (ICD) é de extrema
preocupag¢ao na medida em que esta infecao em doentes com CU esta associada a piores
resultados, como maiores taxas de realizacao de colectomias, maior mortalidade bem
como maior probabilidade de recorréncia da infegao (12). Na minha opiniao, faltou fazer
teste de suscetibilidade aos antimicrobianos, porque tendo em conta as caracteristicas da

doenga pré-existente, era do interesse do médico e, principalmente, do doente fazer uma
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antibioterapia mais direcionada possivel, de modo a garantir a resolugao da infegao e
reduzindo ao maximo o risco de comprometer ainda mais o microbioma intestinal e de
gerar futuras resisténcias a antimicrobianos. Ainda assim, nao adiando o tratamento, dever-
se-ia iniciar uma terapéutica empirica, ajustando depois se necessario. Apesar de poder ter
de se enviar amostra para as sedes principais e de poder demorar 2-4 dias até se saber o
resultado, penso que nao era menos importante do que o estudo de pesquisa o virus BK

que demora, em média, |0 dias até se ter resultado.

Na mesma perspetiva, a positividade para Candida sp. também me pareceu ser incompleta
porque nao se fez o estudo de identificagao até a espécie, visto que diferentes espécies
tém complicagdes distintas, relacionadas com piores ou melhores resultados, embora na
literatura também nem sempre ha a distingdo entre espécies a causar candidiase em
pacientes com DIl. Também é de notar que a infecao por Candida sp. esta associada a
doenga invasiva em utentes com CU, devido aos danos na barreira epitelial do célon e
também a terapia imunossupressora que estes doentes fazem para controlar a doenca (1 3).
Exames para verificar infecao sistémica ou noutros sistemas (como trato respiratorio) nao

foram realizados, porque o paciente, possivelmente, nao exibia sintomas de tal.

No que diz respeito a presenca do DNA do CMV na amostra de tecido do colon, tendo
em conta a possibilidade do doente estar imunocomprometido, também gera sinais de
alarme, porque este virus pode causar doenga severa no trato gastrointestinal, assim como
noutros sistemas fisiologicos, sendo que no trato Gl esta associado a colite, esofagite,
gastrites, Ulceras, entre outros. No caso de infecao viral por CMV concomitante com CU,
iniciar tratamento para a erradicagao do virus é também de extrema urgéncia, uma vez que
esta demonstrado que paciente que fazem terapia tém menos probabilidade de ser

submetidos a colectomias, e por isso, melhores resultados (14).

No panorama geral, penso que faltou a contagem de leucocitos e determinagao de proteina
C reativa (pCr), mas principalmente da PCT (I5). A ICD é confirmada em cerca de 10
minutos e reportada ao clinico, mesmo que o paciente nao tenha ficado internado, havia
motivos para suspeitar de outras complicagoes depois da confirmagao dessa infegao, tendo
em conta a doenga inicial. Seria melhor, ter descartado a possibilidade a priori de uma
infecao sistémica (determinagao da PCT) ou de determinar os valores do leucograma do
paciente que pode dar evidéncias do tipo de infegao, pois neutrofilia esta associada a

infecoes bacterianas e a eosinofilia a infecao por parasitas intestinais.
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A falta de pedidos de analises de monitorizagao da doenga, indica que o paciente nao foi
internado na CUF — Viseu, mas tendo em conta o resultado de ICD assim como o resto
dos pedidos de anilises, e sendo confrontado com a necessidade de internamento, foi

transferido para o hospital publico de Sao Teotonio de Viseu.

4.2 Streptococcus pneumoniae

O microrganismo S. pneumoniae é uma bactéria de Gram positivo que pode colonizar o
trato respiratorio superior, fazendo assim parte da microbiota em individuos saudaveis,
sendo que o facto de haver colonizagao é um pré-requisito para a infegao pneumococica.
Quando bactéria migra de forma inadequada para outros locais como o pulmao, a corrente
sanguinea, o ouvido médio ou cérebro, na incapacidade do sistema imunitario controlar a
sua proliferagao e propagagao, esta pode ser responsavel por doengas nhomeadamente

pneumonia, bacteriémia, otite ou meningite.

A coloniza¢ao nasofaringea é o primeiro passo que inicia o ciclo de vida do pneumococo
no hospedeiro, sendo que durante a coloniza¢ao este depara-se com as defesas imunitarias
do hospedeiro assim como outros microrganismos comensais do microbioma

nasofaringeo.

Para desencadear doenca, a bactéria tem de migrar da nasofaringe para outras localiza¢oes,
como os pulmoes (aspiragao de secregoes), ouvido (contiguidade) e até outros 6rgaos por
disseminagao hematogénica. Ha estudos que demonstram que coinfec¢ao com virus

aumenta a probabilidade da aspiragao dos pneumococos (16).

As pneumonias bacterianas por S. pneumoniae podem surgir quando ocorre aspiragao dos
pneumococos da nasofaringe para o espago alveolar pulmonar. Ai, os macroéfagos
residentes e as células dendriticas (CD) sao a primeira linha de defesa contra estes
microrganismos, sendo que as CD fagocitam as bactérias patogénicas e ativam as respostas
das células T e B e os macréfagos tém um papel complexo e direto antimicrobiano ao
fagocitar e a destruir os pneumococos, tendo ainda fungoes imunomoduladoras e impoem
um limite na resposta inflamatoria ao remover os neutroéfilos mortos nos pulmoes aquando
de uma pneumonia pneumocécica. E proposto que os pneumococos utilizem a endocitose
mediada pelo MRC-1, que € um marcador dos macrdéfagos ativos e um recetor fagocitico,
para persistir dentro dos macréfagos que existem nos pulmoes e posteriormente

entrarem na corrente sanguinea e se disseminarem assim pelo resto do organismo.
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Por outro lado, quando ocorre bacteriémia, a clearance dos pneumococos pelos
macréfagos do bago € responsavel pela fase ecliptica da infegao pneumococica,
caracterizada pela diminui¢ao drastica da quantidade bacteriana na corrente sanguinea. Um
estudo realizado investigou a possibilidade de os pneumococos persistirem na corrente
sanguinea apesar desta clearance pelo bago e, com dados de estudos anteriores para virus,
confirmaram o papel dos macrofagos CDI169+ como reservatérios para replicagao
intracelular dos pneumococos dentro do bago, permitindo-lhes depois reentrarem na

corrente sanguinea e originarem um quadro de bacteriémia (17).

De um ponto de vista clinico, as pneumonias pneumococicas caraterizam-se por um
preenchimento dos alvéolos pulmonares por liquido resultante do quadro inflamatoério,
dificultando assim a respiragao do doente, podendo surgir ao mesmo tempo um quadro
de taquicardia, tosse frequentemente associada a expetoragao e febres elevadas. Em casos
mais graves pode ocorrer comprometimento da hematose pulmonar originando quadros
de hipoxia, e até mesmo atelectasias pulmonares. Na incapacidade de o sistema imunitario
controlar a proliferagao e propagacao dos pneumococos, estes podem invadir a corrente
sanguinea, originando bacteriémia, e em casos mais graves originar um quadro de sépsis

(18,19).

A sépsis caracteriza-se numa fase inicial por uma libertagao avassaladora de mediadores
inflamatorios (“tempestade de citocinas”) em resposta a uma infecdo. Quando esta
resposta inicial é excessiva ou desregulada, o equilibrio entre citocinas pré e anti-
inflamatorias pode tornar-se disfuncional. Quando ha persisténcia do quadro séptico por
mais de 24-48 horas, observa-se uma predominancia de um estado anti-inflamatorio
levando os doentes a desenvolver caracteristicas consistentes com imunossupressao,
sendo esta fase de “imunoparalisia” a principal responsavel por mortes associadas ao
choque séptico. Os doentes para além de muitas vezes nao conseguirem resolver a infecao
inicial, ficam mais suscetiveis a aquisicao de novas infegoes nosocomiais devido a esta

imunossupressao.

O diagndstico de sépsis pode ser estabelecido, segundo o Terceiro Consenso
Internacional de Definigoes para Sépsis e Choque Séptico (Sepsis-3), por uma pontuagao
superior ou igual a 2 na escala de avaliagao rapida de faléncia organica sequencial (QSOFA)
(Tabela 9) na evidéncia de infegao. Segundo este mesmo consenso, o diagnostico de
choque séptico € estabelecido na presenca de sépsis associada a hipotensao persistente

necessitando de terapéutica com vasopressores para manter a pressao arterial média
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superior a 65 mmHg e lactatos séricos superiores a 2 mmol/l apesar de fluidoterapia de

resgate adequada (20).

No diagnostico laboratorial das pneumonias pneumococicas, apds se determinar
inicialmente que o doente padece de uma pneumonia, é entao necessario investigar a sua
etiologia, que na maioria dos casos é bacteriana ou virica. No que diz respeito a
investigacao de agentes bacterianos, pode realizar-se a coloragao Gram e culturas de uma
amostra de expetoragao bem como identificacao de agentes por métodos de detegao
antigénicos, como por exemplo o teste de detegao do polissacarideo capsular em amostras
de urina dos doentes. Além disto, pode-se também fazer testes de amplificagao de acidos
nucleicos de amostras obtidas no trato respiratorio ou de sangue total. A procalcitonina
(PCT) e a proteina C reativa (pCr) também sao bons biomarcadores na distingao inicial de

uma causa bacteriana versus causa virica (21).

Tabela 9. Avaliagio rapida de faléncia orgéanica sequencial (relacionada com sépsis) (QSOFA)

Critérios gSOFA: 22 dos seguintes

Velocidade >22/min
respiratoria

Alteracio no estado mental

Pressao sanguinea <[00 mmHg
sistolica

Tabela 9. Adaptada de Wentowski C, Mewada N, Nielsen ND. Sepsis in 2018: a review. Vol. 20, Anaesthesia
and Intensive Care Medicine. Elsevier Ltd; 2019. p. 6—13.

No caso das sépsis, o diagnostico laboratorial passa por métodos convencionais de culturas
microbiologicas — hemoculturas —, bem como pela determinagao dos niveis de lactato
sérico, a PCT e a pCr. No futuro, poderemos pensar em técnicas moleculares para um
resultado mais rapido ao utilizar PCR multiplex, PCR acoplada a espectroscopia de massa
com ionizagao por electrospray (ESI MS), apesar de agora ainda terem sensibilidades e

especificidades aquém do desejavel (20).

4.2.1 Pneumonia pneumococica

A 26 de margo de 2022, uma doente do sexo feminino de 29 anos deu entrada no servigo
de atendimento permanente da CUF — Viseu com queixas de dificuldade respiratoria e
febre. Neste caso foi importante contextualizar a clinica com a epidemiologia nacional de

patologias do trato respiratorio (na altura verificava-se uma diminuigao nos casos de
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COVID, mas um aumento de casos de Gripe A), pelo que o primeiro exame requisitado
foi o teste rapido para detegao de antigénios da Gripe A e Gripe B, o qual se demonstrou
positivo para ambas. Tendo em conta o estado clinico da paciente realizou-se teste de
pesquisa do SARS-CoV-2, por PCR em tempo real, para admissao no servico de

internamento, o qual deu negativo.

Laboratorialmente, fez ainda analise dos parametros bioquimicos e hemograma, dos quais
se verificou um aumento da pCr e também neutrofilia e linfopenia, parametros estes que
estao concordantes com a presenga de inflamagao e infecao, podendo ser consequéncia
embora nao sendo especificos, da infecao pelo virus Influenza. Fez também a avaliagao dos
marcadores cardiacos, mais especificamente da mioglobina sérica e troponina | de alta
sensibilidade (hs-Tl), por ensaios imunoenzimaticos e separadas por um intervalo de

tempo, pois ha necessidade de excluir enfarte agudo do miocardio.

Durante a noite, ja a 27 de marg¢o, devido a deterioragao da fungao respiratoria, o médico
requisitou uma gasimetria arterial onde se verificou que a pressao parcial de oxigénio
estava diminuida, embora a saturacdo de oxigénio estivesse normal, sendo que estao
concordantes com doenga pulmonar restritiva e, por isso, com pneumonia, que até entao
se pensava ser de causa viral. Na mesma altura, foi pedida a determinagao da procalcitonina
(PCT) que com um valor de 6,5ng/ml, sugeriu a presenca de infecao bacteriana, e por isso,
logo apds foi requisitada a pesquisa do antigénio da Legionella pneumophila (sgl) e do
antigénio de S. pneumoniae, ambos na urina, por imunocromatografia, que foi positiva para
pneumococos. Portanto, estabeleceu-se assim o diagnostico de pneumonia pneumocacica,

e foi iniciada antibioterapia empirica.

Entre os dias 28 e 3| de margo foram realizadas analises de monitorizagao da progressao
da doenga, nomeadamente controlo dos parametros hematologicos e bioquimicos, onde
se verificou de 28 para 29 ligeiras alteragoes como a anemia normocitica normocromica e
aumento da pCr, sendo que a anemia nao teve impacto no resultado, normalizando em 2
dias, e sendo a pCr é um marcador inespecifico de inflamagao é normal esse aumento

tendo em conta a doenga em curso.

No dia 31, houve uma melhoria geral e normalizagao dos parametros da hematologia tendo
apenas a pCr aumentada. Ainda no dia 3| foi pedida andlise de pesquisa dos anticorpos
para HIV 1/2, por quimioluminescéncia — 4* geragao, que teve resultado nao-reativo. Este
pedido nao parece estar enquadrado pelo menos a nivel laboratorial, mas o médico pode

ter pedido depois de ter feito historico pessoal da senhora, que pode ter tido
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comportamentos de risco, como relagoes sexuais desprotegidas ou partilha de objetos
injetaveis, fazendo assim parte dos grupos de risco, no entanto levanta a duvida de ser o
Unico rastreio de doengas sexualmente transmissiveis e doengas transmitidas por partilha
de agulhas, devendo-se ter feito pesquisa de anticorpos da Hepatite C e B, pesquisa de

VDLR, pesquisa de Neisseria gonorrhroeae, entre outros.

No final, esta senhora regressou para casa e teve recuperagao, voltando a sua vida normal.

4.2.2 Sépsis

No dia 23 de margo de 2022, deu entrada no servigo de atendimento permanente uma
doente do sexo feminino de 75 anos com um quadro febril, e antecedentes pessoais de

colecistite crénica, anemia e doenca renal cronica.

O médico atendente requisitou preliminarmente uma ficha de andlises hematologicas e
bioquimicas, as quais demonstraram a presenga de anemia normocitica normocrémica com
anisocitose, neutrofilia, glicémia, pCr e urémia e creatinémia aumentadas. Estes resultados
eram sugestivos de estarmos perante um quadro infecioso, provavelmente de causa
bacteriana (neutrofilia e pCr), sendo que como a senhora tem historico de DRC, as
alteragoes presentes na fun¢ao renal podem corresponder a sua fungao basal. Para além
disto, também se fez uma analise sumaria de urina e um exame bacteriologico de urina
assética, onde tudo estava dentro dos parametros fisiologicos, de igual forma, o exame
cultural a urina assética demonstrou a auséncia de crescimento, que so6 foi reportado no
dia seguinte. Tendo em conta o estado global debilitado da doente e consequente
necessidade de ficar em internamento, foi realizado o teste ao SARS-CoV-2, por PCR cujo
resultado foi negativo, e foi ainda realizada a colheita de duas amostras de sangue periférico

para hemoculturas aerobias.

Durante a permanéncia no servigo de urgéncia, o estado clinico da doente continuou a
deteriorar — a febre nao cedia aos antipiréticos e a saturagao periférica de oxigénio (sO,)
era de 87% - pelo que foi pedida uma gasimetria arterial, onde se confirmou sO, a 86%, e
uma alcalose respiratéria, provavelmente associada a hiperventilagao, que ainda nao se
encontrava compensada, uma vez que o mecanismo de compensagao em casos em que ha
eliminagao excessiva de didoxido de carbono passa pela diminuigao do bicarbonato sérico

por compensagao renal.
Nesta altura, fez-se também pesquisa ao antigénio do virus Influenza A+B, que deu negativo.
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No dia seguinte, para rastreio, foi pedido a pesquisa de MRSA, de amostras axilar e
nasofaringeas, que se semearam em meios Chapman (MSA2), pela técnica de sementeira
em toalha, sendo que é um meio seletivo para o isolamento de Staphyloccocus aureus, uma
vez que a fermentacao do manitol pelas espécies de estafilococos dao origem a coldnias
amarelas, e no centro adicionou-se um disco de cefoxitina que é o antibiotico de escolha
para verificar a sensibilidade a meticilina uma vez que a meticilina foi descontinuada e
também ha muitos estudos que demonstraram que a cefoxitina € mais confiavel que a

oxacilina (22), onde se verificou a negatividade para ambas as amostras.

No dia 25 de margo de 2022 saiu o resultado positivo para as 2 hemoculturas, e o médico
iniciou antibioterapia empirica com ceftriaxona, uma cefalosporina de 3* geragao, enquanto
que no laboratério se continuou o procedimento para a identificagdo do microrganismo
patolégico. E importante referir que se apenas uma das hemoculturas colhidas fosse
positiva, isto era sugestivo de contaminagao durante a colheita, nao se podendo valorizar
esse resultado. O passo seguinte foi a realizagao de laminas para observagao de Gram a
microscopio otico, onde se verificou a existéncia de cocos de Gram positivos (Fig. 7) e
também a repicagem para meio COS (Fig. 8) e PVX, pois estes sao meios de isolamento
para microrganismos fastidiosos e foram incubados dentro de uma caixa com gerador para
promover ainda mais o seu crescimento e, no dia seguinte, com uso do Vitek® 2 Compact,
procedeu-se a identificagao cujo resultado foi Streptococcus pneumoniae, mas foi necessario
repetir antibiograma, com a cassete correta, pois houve um erro na observagao das laminas
de Gram, onde a primeira instancia nao foram identificados os diplococos. O resultado do
teste de suscetibilidade a antibioterapia foi reportado ao médico a 27 de margo de 2022,
sendo que era sensivel a ceftriaxona e, portanto, a antibioterapia empirica encontrava-se

adequada e foi mantida.

Entretanto, foram pedidas novas andlises hematoldgicas e bioquimicas a 25 de margo de
2022, que demonstraram um agravamento da anemia normocitica hormocrdémica, da
neutrofilia, da pCr e dos parametros da fungao renal. Neste dia, apés se ter evidéncia
laboratorial de bacteriémia, em conjunto com o agravamento clinico e alteragoes
laboratoriais, como a lesao renal aguda, a doente foi diagnosticada com sépsis por S.

pneumoniae.

A 26 de margo de 2022, devido a um quadro de incontinéncia urinaria e urgéncia miccional,
foi realizada analise sumaria da urina e exame bacterioldgico de urina assética, que estavam

normais.
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Fig. 7. Fotografia (a) e recorte (b) da observagao em microscopio 6tico, com objetiva de 100x e 6leo de imersao,
de cocos, mais propriamente diplococos (rodeados em ambas), Gram positivos.

Fig 8. Cultura em COS (meio Columbia com 5% sangue bovino). Colénias pequenas, esverdeadas e dificeis

de dissolver em solugao salina para a suspensao para a identificagao e antibiograma.

Ja no dia 27 de margo, apds a disponibilizagao ao médico do resultado do antibiograma,
este pediu novas analises hematoldgicas e bioquimicas, nos quais se verificou uma melhoria

nos parametros anteriormente descritos, mas um aumento subito das transaminases, da
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GGT, da ALP e da LDH, sendo que o conjunto GGT e ALP foi onde se verificou uma
elevagao mais marcada. A elevagao destes parametros sugere um quadro de colestase que
neste contexto pode ter sido secundaria a sépsis ou a farmacos, em particular a ceftriaxona,
onde a literatura descreve casos de hepatotoxicidade em resultado de em lesao

hepatocelular, colestase ou até mesmo em ambas (23).

Ainda no dia 27, foram requisitadas andlises de hemoculturas de controlo apds 48h da
iniciagao da terapéutica, e passados 5 dias o aparelho deu-nos indicagdo que nao era
possivel recuperar nenhum microrganismo naquelas amostras, e portanto, a melhoria vista
a partir deste dia é justificada pela antibioterapia que surtiu efeito e erradicou o

pneumococo.

No dia 28 de margo, o médico volta a pedir andlises hematolégicas e bioquimicas, para
monitorizagao da progressao da doenga, onde se continuou a verificar a melhoria da
doente, até a nivel dos marcadores da fungao hepatica. Foi feito um teste de pesquisa de
SARS-CoV-2, por PCR em tempo real, para rastreio do 5° dia, como é protocolo para os

internamentos ou para altas de encaminhamento para lares, que deu negativo.

A partir deste dia nao houve mais requisicoes para esta paciente o que considerando o
facto das hemoculturas de controlo terem dado negativas e da melhoria laboratorial assim
como clinica, pode dever-se a paciente ter tido alta ou, porventura, ter sido transferida

para um lar.

4.3 Linfoma da Zona Marginal

Os linfomas representam um grupo heterogéneo de disturbios neoplasicos de linfocitos,
que apresentam varios padroes de comportamento clinico e resposta ao tratamento. O
prognostico associado depende do tipo histologico, de fatores clinicos e caracteristicas
moleculares. Os linfomas podem ser classificados, de acordo com um sistema estabelecido
pela Organizagao Mundial de Saide (OMS) com a mais recente 4* edigao revista publicada
em 2016, em Linfomas Hodgkin e Linfomas nao-Hodgkin, estes ultimos incluem as

Neoplasias de Células B e as Neoplasias de Células T/NK (24).

Os Linfomas da Zona Marginal (LZM) representam cerca de 5-15% de todos os NHL no
mundo ocidental (25) e sao divididos em 3 subtipos: os esplénicos, os ganglionares e os
extraganglionares e, segundo a classificagao da OMS, estes fazem parte das neoplasias de

células B maduras (26). Os linfomas da zona marginal extraganglionares (LZME)
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representam cerca de dois ter¢os dos LZM e podem surgir em qualquer local
extraganglionar, em contextos de estimulagao antigénica crénica associados a infe¢oes ou
disturbios autoimunes. O estomago € o local de ocorréncia mais comum, seguido pelos
anexos oculares, pulmao e glandulas salivares. Os linfomas da zona marginal esplénica
(LZMS) sao responsaveis por 20% e os ganglionares (LZMG) por menos de 10% de todos
os LZM. A heterogeneidade etiologica é aparente em todos os locais anatomicos,
provavelmente influenciada por caracteristicas genéticas/moleculares intrinsecas, fatores
geograficos e exposicao ambiental. No geral, a incidéncia parece ter aumentado nas Ultimas
duas décadas (devido a melhoria no diagnostico patologico), apesar de um declinio na

incidéncia de LZME gastricos associados ao Helicobacter pylori (25).

O diagnostico deve seguir a classificacao atual da OMS de 2016 e requer uma bidpsia
adequada da massa tumoral. As células B da zona marginal tipicas (semelhantes a
centrocitos) tém nucleos de tamanho pequeno a médio, com ligeiras irregularidades, com
nucléolos impercetiveis, cromatina moderadamente dispersa e citoplasma palido. O
citoplasma de coloragao ténue pode levar a uma aparéncia monocitdide. O diagnostico
diferencial de outros linfomas de células B que sao semelhantes a LZM depende sobretudo
da imunohistoquimica (IHQ), incluindo pelo menos CD20, CD 10, CD5, CD23, ciclina DI,
imunoglobulina (Ig) D e fator de transcricao SOX-| I(Tabela 10). Recomenda-se que as
biopsias diagnosticas e de posterior avaliagao de LZM sejam revistas e confirmadas por um

hematopatologista especialista (25).

Doentes assintomaticos com LZM disseminado (LZMS e LZMG) a ser tratados de forma
“vigiar e esperar” devem ser monitorizados através de exame fisico, exames imagiologicos
conforme necessario, hemogramas e bioquimica (LDH e beta-2-microglobulina(B2M)) a
cada 6 meses. O intervalo entre as consultas pode ser diminuido aquando do
desenvolvimento de esplenomegalia, adenopatias, citopenias e/ou sintomas relacionados
com a doenga. A Tomografia Computadorizada (TC) e a biopsia de medula 6ssea nao

estao indicadas, a menos que haja sinais de progressao da doenca (25).

O Caso Clinico relacionado com esta patologia € interessante, na minha opiniao, porque
para além da informagao laboratorial, também tive acesso a informagao clinica, pois falei
com a médica hematologista que acompanha o caso desde o inicio: da detegao de possivel

patologia dos globulos brancos, a confirmagao de diagndstico e acompanhamento.
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Tabela 10. Marcadores IHQ e moleculares de LZM

Molécula Tipo de teste Zi::lrt::: Recomendacio
CD20 IHQ Positivo Obrigatério
CD5 IHQ Negativo' Obrigatério
CD23 IHQ Neg/Pos Sugerido®
CDIo IHQ Negativo Obrigatorio

IgD IHQ Negativo® Sugerido

Ciclina DI IHQ Negativo Obrigatério*

Mutacao MYD88 PCR Negativo Sugerido®

Tabela adaptada de Zucca E, Arcaini L, Buske C, Johnson PW, Ponzoni M, Raderer M, et al. Marginal
zone lymphomas: ESMO Clinical Practice Guidelines for diagnosis, treatment and follow-up. Annals of
Oncology. 2020 Jan 1;31(1):17-29.

IgD, imunoglobulina D; IHC, imunohistoquimica; LLP, linfoma linfoplasmocitico; PCR, reagio de
polimerase em cadeia.

'podem existir exce¢des

em casos com células pequenas morfologicamente, positividade CD5 concorrente

em casos com esplenomegalia, pois € normalmente positivo para LZMS

em casos de positividade para CD5

quando presente, surge um problema de diagnostico diferencial com LLP (casos de LZM com a mutagao
MYD88 representam raras excegoes.

2
3
4
5

Linfoma da Zona Marginal

A 20 de junho de 2020, uma doente do sexo feminino com 75 anos deu entrada no servigo
de urgéncia com queixas inespecificas de mal-estar. O médico atendente resolveu realizar
analises basicas gerais de bioquimica e um hemograma com o intuito de perceber qual a
causa na origem das queixas. Quando saiu o resultado do hemograma, por citometria de
fluxo, verificou-se uma inversao da formula leucocitaria com um valor relativo de 75% de
linfocitos, que se traduzia em valor absoluto, para 15,34x10? linfécitos por pl de sangue.
Isto gerou sinais de alarme, principalmente tendo em conta que nao ha qualquer razao
aparente para este valor, no entanto, a senhora nao voltou a fazer estudo analitico, pelo
menos nao no hospital CUF -Viseu nem nos laboratérios do CMLGS até ao dia 19 de abril

de 2021. Uma hipotese para isso pode ser o facto do contexto pandémico que se viveu

entre setembro de 2020 e abril de 2021.
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Na consulta de 19 de abril de 2021, a senhora ja estava integrada no Hospital de Dia, que
entre outros, € responsavel pelo acompanhamento de doentes oncoldgicos. Voltou a fazer
hemograma, onde se verificou um agravamento da linfocitose bem como o aparecimento
de uma anemia normocitica normocrémica com aumento dos reticulocitos no sangue
periférico. Este aumento dos reticulocitos pode corresponder a um mecanismo de
compensagao para manuten¢ao do funcionamento do transporte de gases e nutrientes
pelos eritrocitos. Nesta altura, fez-se também o estudo da morfologia das células
sanguineas pela observagao do esfregagco de sangue periférico, onde foi confirmada a
linfocitose, sendo estes predominantemente células de morfologia pequena e maduras, sem
alteragoes nas séries eritocitaria e plaquetdria. Fez-se também o estudo da maturagao
megaloblastica pela determinagao das concentragoes da vitamina Bl2 e do acido folico
(este dltimo no CMLGS — LX) por métodos de quimioluminescéncia e estavam normais
assim como do metabolismo do ferro pela determinacao da Capacidade Total Fixagao do
Ferro pelo método do ferene, transferrina pelo método de imunoturbidimetria reforgada
com PEG, siderémia pelo método do ferene e do indice de saturagao da transferrina pelo
calculo entre os valores dados pelos parametros anteriores, sendo que destes o Unico
parametro alterado era a concentracao da transferrina com um valor diminuido. Os
resultados obtidos para o estudo da maturagao megaloblastica e para o metabolismo do
ferro estao consistentes com uma anemia hormocitica normocroémica, uma vez que nao
ha aparentemente uma diminuicao de precursores e, portanto, a eritropoiese esta a
acontecer segundo o que é dado como fisioldgico, fazendo com que nao haja alteragoes a
nivel da maturagao dos eritrocitos e consequentemente havendo manutengao da sua
morfologia celular (tamanho - volume globular médio — e concentragao de
hemoglobina/cor — concentragao de hemoglobina globular média). Fez-se também o estudo
da hemostase pelo método de coagulometria para os parametros de TP e INR e aPTT,
sendo que estavam normais, com uma diminuigao desprezavel do aPTT. Ainda no CMLGS
— Viseu, realizou-se a determinagao de alguns parametros bioquimicos como a glicemia
pos-prandial pelo método de hexoquinase-6-glicose-fosfato desidrogenase, que estava
normal, o estudo da fungao hepato-biliar pela quantificagao das transaminases (AST e ALT)
por ensaios enzimaticos colorimétricos UV a 37°C, da GGT pelo mesmo método, da ALP
pelo processo analitico de p-nitrofenilfosfato e bilirrubinas total, direta e indireta atraveés
do principio de Jendrassik-Grof, que também estavam normais, o estudo do metabolismo
purinico pela determinagao da uricémia pelo método cinético urease, a quantificagao da

LDH por ensaio enzimatico onde ha a verificagao de aumentos acentuados, principalmente
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da LDH e por ultimo a eletroforese das proteinas séricas, por eletroforese capilar, onde
se observou o grafico normal para uma gamapatia monoclonal, o dito grafico das “orelhas

de gato”, havendo entao um aumento das gamaglobulinas.

Ja andlises feitas no exterior, tanto no CMLGS — LX e do OPQ, incluiram as determinagoes
da B2M por quimioluminescéncia, que estava muito aumentada e das imunoglobulinas
séricas A, M e G por turbidimetria, em que se vé uma diminuigao das IgM e um aumento
das IgG. Para além disso fez-se o estudo imunofenotipico dos linfécitos por citometria de
fluxo, onde se estudaram as células T, B, NK e ainda granulocitos neutrofilos. Daqui
verifica-se que ha uma predominancia de células B monoclonais para cadeias kappa das
imunoglobulinas de superficie, CD5-, CD10-, CD23-, CD20+, sendo entao sugestivos de

sindrome linfoproliferativa B concordante com Linfoma da Zona Marginal.

Nesta altura, o estudo imunofenotipico forneceu o diagnostico inicial, e o aumento da LDH
e B2M suportou-o. A paciente nao tinha sintomas relacionados com a patologia e nao
apresentava adenopatias palpaveis. Mas quais as razoes para a linfocitose e anemia? Os
linffomas sdao caraterizados por uma replicagio monoclonal anormal de linfécitos
neoplasicos a nivel dos tecidos linfoides, sendo que quando ocorre disseminagao destes
linfocitos neoplasicos por via hematogénica diz-se ocorrer um processo de leucemizagao,
sendo que a passagem para o sangue destes linfécitos neoplasicos permite justificar a

ocorréncia de linfocitose. Mas entao o que justifica a anemia?

Tendo em conta que o nivel de precursores estava normal e a doente apresentava
evidéncia de disseminagao hematogénica do linfoma, o clinico colocou a hipotese de a
anemia ser secundaria a infiltragado medular, sendo necessirio a realizagio de um
mielograma para a sua confirmagao. Assim, a | 3 de agosto de 2021, o médico fez a extragao
e depois o esfregago da amostra de medula 6ssea obtida a partir do esterno, e este foi
enviado para o CMLGS — LX para analise por microscopia otica. Infelizmente, nao se
conseguiram retirar conclusdes visto que a amostra apresentava sinais de estar
contaminada por sangue periférico devido a escassez em megacariocitos, eritroblastos e
precursores da série mieloide. Foi sugerida a repeticao de colheita, desta vez a partir do
osso iliaco, que nao se fez de imediato por razoes financeiras, uma vez que a paciente
continuava sem apresentar sintomas B e a doencga estava a ser monitorizada conforme o

indicado pela Sociedade Europeia de Oncologia Médica (ESMO).

Entre os meses de maio e agosto de 202| a doente fez também exames complementares

de diagndstico com o intuito de se identificar a origem primaria do linfoma, visto que,
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como foi dito na introdugao deste caso, ha 3 subtipos de LZM. Um dos exames realizados
consistiu numa TC cervico-toraco-abdomino-pélvica onde se verificaram varias
adenomegalias supra e infradiafragmaticas, a maior de 26mm, sendo que o bago estava
normal. Realizou-se também colonoscopia com biopsias a nivel do ileo terminal, coélon
ascendente e célon sigmoide que demonstrou nao haver infiltragao por linfoma. Uma
endoscopia digestiva alta associada a biopsias gastricas — antro e corpo — e duodenais foi
também realizada, sendo que as bidpsias gastricas mostraram, pela pesquisa de Giemsa
modificada, que havia infecao por Helicobacter pylori, tendo sido feita a sua erradicagao que

foi confirmada em setembro.

Com base nestes exames complementares, nao se conseguiu afirmar qual a origem do
LZM, porque a doente apresentava varias adenomegalias e simultaneamente uma infegao
por H. pylori, sendo que esta infegao por si s6 nao permite inferir que se trata de um LZME
do Tecido Linfoide Associado a Mucosas (MALT) uma vez que as bidpsias gastricas nao

revelaram presenca de linfoma.

Durante os seguintes meses, continuou-se a fazer a vigilancia da progressao da doenga
pelos niveis de B2M e LDH e parametros hematologicos (Fig. 9), destacando-se um
agravamento da anemia, fator que a fevereiro de 2022, quando se verificou hemoglobina
de 9,2g/dl, contagem de eritrocitos de 2,96x10°ul e também plaquetas no valor de
145x10°/ul, levou médico a repetir o mielograma a partir de bidpsia do osso iliaco, sendo
que se verificou infiltracio por 84,6% de linfocitos maduros e pequenos bem como as
séries mieloide (8,8%) e eritroide (6,6%) muito diminuidas. Voltou-se também a repetir o
estudo fenotipico complementar dos linfécitos B, por citometria de fluxo, que confirmou
o resultado obtido em abril de 2021, demonstrando também a presenga de plasmocitos
monoclonais para as cadeias kappa das imunoglobulinas citoplasmaticas, com CDI9+ e
expressao de CD38 normal o que nao foi sugestivo de mieloma multiplo, mas indicador
para pesquisar a mutagao MYD88, que se for negativa esta de acordo com o diagndstico
presente, mas se positiva ha possibilidade de afinal se tratar de um Linfoma
Linfoplasmocitico, o que, pelo menos durante o restante tempo que estive a estagiar, nao

foi realizada.
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Fig. 9. a) Fotografia do esfregaco de sangue periférico, realizado a janeiro de 2022, sob microscopia 6tica com
objetiva 100x; b) Recorte de fotografia do esfregago de sangue periférico, sob microscopia 6tica com objetiva
100x.

Discussado

No diagndstico inicial de LZM é importante saber qual é o 6rgio ou quais os orgaos
primariamente envolvidos num caso de LZME, e apesar de poder nao ser o estdmago, isto
nao exclui a necessidade da realizagao de bidpsias do estomago, duodeno e da juncao
gastroesofagica, uma vez que foi reportado em casos em que o 6rgao com envolvimento
primario nao era o estomago havia simultaneamente infegao por H. pylori, e valores
elevados de B2M. No caso dos LZMG é necessario descartar os LZME uma vez que um
terco dos casos de LZMG representam disseminagao ganglionar de um LZME. De notar
que os LZME de origem nao gastrica representam 25-50% dos casos em que ha
disseminagao da doenca e, por outro lado, a infiltragdo da medula 6ssea é descrita em 2-
20% dos casos, sendo que esta € também mais comum nos linfomas nao-gastricos. Em
contrapartida, os LZMG sao os que sao mais propensos ao desenvolvimento de sintomas

B (perda de peso, febres, suores noturnos) (25).

A doente era e é assintomatica, teve infegao por H. pylori, com adenopatias infra e
supradiafragmaticas. Tendo em conta as diretrizes da ESMO (25) e o sistema de
estadiamento revisto baseado na classificagdo de Lugano (Tabela | 1), sera possivel que a
doente aquando da endoscopia ja se encontrasse no Estadio IV que é caraterizado pelo
envolvimento disseminado de um ou mais 6rgaos nao linfaticos, como por exemplo a
medula éssea. O facto de haver infiltracao medular é concordante com ambos LZME e
LZMG, no entanto nao ha qualquer tipo de sintomas B presentes, e sabendo que o LZME

pode evoluir para um estadio em que envolve ginglios, a minha hipotese diagnéstica para
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esta doente € um LZME de origem nao gastrica, que se disseminou para os ganglios

linfaticos e medula ossea. A infiltragdo medular pelo linfoma pode condicionar faléncia da

medula ossea e explica a existéncia da anemia normocitica normocromica, uma vez que

nestes casos a eritropoiese pode estar comprometida.

Tabela 11. Sistema de estadiamento revisto baseado na classificacdo de Lugano

Estadio Descrigao

1 Envolvimento de um s6 local linfatico

IE Um unico local extra-linfatico na auséncia de envolvimento ganglionar

Il Envolvimento de duas ou mais regices ganglionares do mesmo lado do diafragma

IE Extensdo extra-linfatica contigua de um local ganglionar com ou sem envolvimento
de outras regides ganglionares do mesmo lado do diafragma

] Estadio Il com aumento do volume da doenca

volumoso'

1] Envolvimento das regides ganglionares de ambos os lados do diafragma, ganglios
supradiafragmaticos com envolvimento do baco

v? Envolvimento disseminado de um ou mais orgios extra-linfaticos, com ou sem

envolvimento ganglionar associado; ou envolvimento nao-contiguo de érgaos extra-
linfiticos em conjungao com o estadio Il ou envolvimento de um qualquer érgao
extra-linfatico no estagio llI

Tabela adaptada de Munakata W, Terauchi T, Maruyama D, Nagai H. Revised staging system for malignant
lymphoma based on the Lugano classification. Vol. 49, Japanese Journal of Clinical Oncology. Oxford
University Press; 2019. p. 895-900.

'pode ser considerada estidio precoce ou avancado baseado na histologia do linfoma ou fatores prognésticos

%inclui qualquer envolvimento do fluido cérebroespinal, medula 6ssea, figado ou lesdes multiplas nos pulmées.
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5. Conclusiao

Este periodo no CMLGS - Viseu foi de enorme enriquecimento a nivel académico e
profissional, pois consolidei conhecimentos tedricos e praticos que todos os professores
da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra facultaram ao longo dos ultimos

anos e pude aplica-los a realidade de um laboratério de analises clinicas.

A confianga depositada em mim por toda a equipa para todo o tipo de tarefas laboratoriais,
desde procedimentos de CQI e manutencoes de todos os aparelhos do laboratério, a
manusear amostras e fazer as andlises laboratoriais, encorajou-me a ter mais
responsabilidade, mais autonomia e mais iniciativa. Todos os colaboradores, para além de
terem demonstrado disponibilidade para me ensinar a realidade de um laboratorio de

Anilises Clinicas, tiveram o cuidado de me integrar na equipa.

Por dltimo, mas nao menos importante, penso que os objetivos propostos pela unidade
curricular foram alcangados, porque, apesar de fazer um relatério fora do convencional
para esta valéncia, sinto que consegui demonstrar com os diversos casos clinicos que
apresentei aqui a interdisciplinaridade que existe num laboratério de anilises clinicas, fator
este que tem que se ter sempre presente a todo o momento, mas especialmente no

processo de validagao de resultados.
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7. Anexos

7.1 Anexo | = Norma ISO 9001:2015

220a22, 1327

SGS

IS0 9001:2015 - ViersSo final pubiicada | SG5 Porugal

ISO 9001:2015 - VERSAO FINAL
PUBLICADA

24 de set de 2015

Em setembro de 2015, foi publicada a norma 150 8001:2015. Sistemas de Gestio da
Qualidade. Esta & a fase final no processo de revisio da (SO 0001.
Entramos agora no periodo de transigio.

A IS0 2001:2015 posiciona a nova vers30 da Morma como parte integrante dos esforgos
da organizagio em diregio ao objetivo mais amplo do desenvolvimento sustentavel e
promove-a como uma ferramenta para melhorar o desempenho global da organizagdo.
Incentrva um maior enfogue nas paries interessadas intemas e externas como parie da
adocdo de uma abordagem & gestio da qualidade baseada no risco, e enfatiza a
importdncia de adotar um SG0 come uma decisdo estratégica para a organizagao.

Além de mudar a designagio e reorganizar algumas atividades do SGQ, foram
introduzidos outros nowos requisitos significativos.

1. Contexto Organizacional

O "contexto” de wma organizagdo (&5 vezes designade por ambients de negocic) refere-se
a combinagio de fatores e condigies imemnaos & extemos que podem ter um efeiln na
abordagem que uma crganizagdo tem dos seus produtos efou servigos. Coma resultado, a
concegEo & & implementag3o de um SG0 de uma organizagio serdo influenciados pelo
sau contexto.

2. Riscos e Dportunidades

E agora requisity gue uma organizagio considere quer o seu “contexto”, guer as suas
“partes interessadas” ao planear & implementar a seu 5G0.

Uma parte essencial do SGO & agora um novo requisitt para as omanizaghes
identificarem os rscos e as oportunidades que tenham um potencial impacio (positive ou
negativo) sobre o funcionamento & o desempenho do seu SGO. Apos identificar estas
guestdes, extemnas e intemnas, gue saoc melevanies para o seu contexto, bem como as
necessidades das paries interessadas, & necessario que uma organizacdo use essas
informagdes para determinar os riscos e a5 oporunidades & eles associados, bem como
agies proporcionadas para os tratar.

3. Lideranga
A gestio de topo & agora obrigada a demonstrar um maior envolvimento direto ne GG da
organizacdo & a auséncia, na 150 8001:2015, da necessidade de haver um

ittps-iwes505 bt phnewe/201 SO pubillcacac-iso-2001
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20, 13327

150 90012015 - vers3o ind publcada | G5 Poraga
“Representante da Gestac” especifico €, em parte, uma tentativa de garantir gue o sistema
de gestio de uma organizagie ndo & simplesments “propriedade” de um (nico individuo.
H3 agora uma énfase na “lideranga” em vez de apenas na gestio do G0

4. Informagao documentada

Os termios ‘procedimento documentado’ e registo’ ulilizados na 150 8001:2008 foram
ambos substituidos ao longe da IS0 9001:2015 pela designagio 'informagdo
documentada’. Esse termo & definido como a informacio que & requerido ser controlada e
mantida por uma organizagio, se bem que figue ao critério de cada organizagao
determinar o nivel e tipo de documentagdo que necessita de controlar no seu propric SGQ.

5. Owtros requisitos do SGGE
Ha também outras mudangas nos requisitos do SG0Q, induindo:

* Proposta de requisitos especificos para as organizagdes porem em pratica uma
abordagem por processes aguando do planeamento, implementagio e
desemaivimento do seu SG0

» |dentificagio das competéncias necessarias para os colaboradores cuja funcao afeta
o desempenho de qualidade

» |dentificagio & manutengio do conhecimento necessario para assegurar que uma
organizagic pode alcangar a conformidade de produtos e senigos

s Uma abordagem baseada no risco para determinar o fipo e a extens3o dos controlos
adequados para os diferentes tipos de fomecedores extemos

6. Estrutura e terminclogia

A 150 8001:2015 adota a estrutura de dawsulas especificada no Anexo S que & agora o
enquadramento exigido para todas as nomas 130, novas ou revistas. A intengio
declarada para tal & garantir que a 150 9001 esteja alinhada com as cutras nomas para
sisternas de gestio. Ao utilizar 3 estrutura do Anexo SL pretende-se apresentar os
requisitos do G0 de uma forma mais consistente, racional e nao simplesmente oferecer
um “molde” para o5 elementos do 55 de uma organizagao.

E importante notar que, para as organizagdes que ja tém um 3GQ em conformidade com a
150 9001, ndo havera necessidade de alterar a estrutura documental do seu S50 ou a
terminologia que utiliza, para gque passe espelhar a gue consta na norma na B001:2015.

THAHSH:EG A PARTIR DA 150 3001:2008

As organizagdes ja certificadas pela 130 8001:20028 tém 3 anos para efetuar a
transferéncia apos a publicagio da mova versdo. O periodo de transigio termina em
satembro de 2018,

& 5G5S emitira brevemente, mais informagdes acerca da IS0 2001:2015.

Para mais informagbes, por favor contacte:
Izabel Berger

@: isabel bergenis gs. com (maloisabel berger@sgs com)

it e 5.5, phYpR-pEn Ewe 20 SO pubicacac-s0- 0001
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7.2 Anexo Il - Resultados das Analises do Caso Clinico Colite

Ulcerosa

Imunoserologia

Clostridium difficile

Pesquisa da Toxina A e B do C. difficile

Resultado Toxina A positivo
Pesquisa de Clostridium sp.
Resultado Positivo

Microbiologia

Exame parasitolégico das fezes

Ex. apos enriquecimento Nao se observam ovos, quistos ou parasitas
Exame microscépico das fezes

Pesquisa de leucdcitos Positivo

Pesquisa de eritrocitos Positivo
Exame micolégico das fezes

Direto Alguns elementos leveduriformes

Cultural Candida sp.

Coprocultura

Exame bacteriologico

Direto Frequentes PMNs e RCBs; Equilibrio flora
Gram - e Gram +

Salmonella sp. Negativo

Shigella sp. Negativo

Campylobacter sp. Negativo
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7.3 Anexo Il = Resultados das Analises do Caso Clinico Pneumonia

Pneumocécica

Hematolog 26/03 28/03 29/03 31/03 Unidad Valores
ia es Ref.
Hemograma
Eritrograma
Hemoglobi 12.6 1.6 10.8 12.5 g/dL 12.0-
na 15.0
Eritrocitos 436 4.00 3.70 4.27 x 10%/pl 3.80-
4.80
Hematocri 378 343 32.0 36.5 % 36.0-
to 46.0
VGM 86.7 85.6 86.5 85.5 fl 80.0-
97.0
HGM 289 29.0 29.2 293 pg 27.0-
32.0
CMHG 333 338 338 343 g/dl I1.6-
14.0
RDW 12.2 12.3 12.3 12.0 % [1.6-
14.0
Leucograma
Leucécitos 9.4 18.2 10.2 7.0 x 103/l 4.0-
10.0
Neutréfilos 88(8.2 80.2(14.5 69.7(7.0 44.9(3.1 % 40-80
7) 9) 7) 6)
Eosinofilos 0.1(0.0 0.5(0.09) 0.9(0.09 2.7(0.19 % -6
1) ) )
Basofilos 0.5(0.0 0.2(0.04) 0.5(0.05 1.4(0.10 % 0-2
5) ) )
Linfocitos 6.4(0.6 11.2(2.04 20.8(2.1 38.1(2.6 % 20-40
0) ) ) 8)
Mondcitos 5.0(0.4 7.9(1.44) 8.1(0.82 12.9(0.9 % 2-10
7) ) 1)
Trombocitograma
Plaquetas 299 324 294 351 x 10*/pl 150-
400
Patologia Molecular 26/03

Biologia Molecular

Pesquisa SARS-CoV-2

Método: PCR em tempo real

Amostra

Exsudado nasofaringeo

SARS-CoV-2

Negativo
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Patologia 26/03 28/03 29/03 31/03 Unidades Valores

Quimica de Ref.
Metabolismo dos Hidratos de Carbono

Glicémia 70 mg/d| 70-110
Proteinas

PCR 4.533 14.080 17.455 4.261 mg/dl 0.050-1
Funcio Renal

Urémia 29 14 10 15 mg/dl <50

Creatinémia 0.60 0.57 0.45 0.44 mg/dl 0.55-1.02
Enzimologia

LDH 141 139 U/l 81-234

CK Total 55 U/l 26-192
Funcdo Hepato-Biliar

AST 12 I 40 U/l 15-37

ALT 19 14 36 u/l 14-59

GGT 17 25 U/l 5-55

ALP 63 62 U/l 46-116

Bilirrubinémi 0.42 mg/d| 0.2-1

a total

Bilirrubinémi 0.13 mg/dl 0-0.2

a direta
Metabolismo Fosfo-Calcico

Calcio 4.76 mg/d| 4.64-5.28

ionizado

Magnesiémia 22 mg/dI 1.8-2.4

Fosfatémia 4.2 mg/dl 2.5-49
Equilibrio Hidroelectrolitico

Natrémia 135.0 141.0 140.0 136.0 mmol/l 136-145

Caliémia 3.2 2.8 3.7 3.9 mmol/| 3.5-5.1

Clorémia 100.0 107.0 106.0 101.0 mmol/l 98-107
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Patologia Quimica 26/03 26/03 Unidades

Valores de Ref.

Mioglobina sérica 12.0 7.0 ng/ml 10.0-46.0
Troponinal cardiaca (cTn <2 3 ng/l <I9

1 - hs)

Patologia 26/03 Unidades Valores de Referéncia

Quimica

Procalcitonina 6.50 ng/ml Diag. Infegao Sistémica:

Auséncia de infegao: <0.05

Infe¢oes localizadas: 0.05-0.5

Possivel infecao sistémica: 0.5-2.0

Infe¢es sistémicas: 2.0-10.0

Infegbes bacterianas graves (sépsis): >10.0

Diag. Diferencial Inf. TRI:

Auséncia infecio: <0.1

Inf. Bacteriana Pouco provavel: 0.1-0.25

Possivel infecao bacteriana: 0.25-0.5

Presenca de infecido bacteriana: >0.5

Imunoserologia 26/03 27/03
Pesquisa Antigénio Virus Influenza A+B

Amostra Exsudado nasofaringeo

Virus Influenza A Positivo

Virus Influenza B Positivo

Pesquisa do Antigénio da Legionella pneumophila (sgl)

Resultado Negativo
Pesquisa do Antigénio. da Streptococcus pneumoniae na urina

Resultado Positivo
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Patologia Quimica 27/03 Unidades Valores de
Referéncia

Lactato 1.19 mmol/I 0.50-1.60
Gasimetria
Acido-Base 37°C
pH 7418 7.350-7.450
pCO; 36.8 mmHg 32.0-45.0
pO:2 66.8 mmHg 75.0-100.0
HCO*act 23.8 mmol/|
Estado do oxigénio 37°C
sO, 93.4 % 92.0-98.5
BE(B) -0.5 mmol/|
ctCO, 24.9 mmol/I
Gap anidnico 8.0 mmol/I
Microbiologia 29/03
Ex. Bacteriologico de Urina Asséptica

Sedimento
Células Raras
Leucdcitos |-5/campo
Eritrocitos 0-3/campo

Exame Bacteriolégico

Gram

Aparentemente amicrobiano

Cultural

Negativo

Imunoserologia

Valores de Referéncia

Marcadores do virus da imunodeficiéncia humana

Anticorpo HIV 1/2

Naio Reativo

Naio Reativo: <1.0

Reativo: 21.0
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7.4 Anexo IV - Resultados das Analises do Caso Clinico Sépsis

Hematologia 23/03 25/03 27/03 28/03 Unidades Valores de
Referéncia
Hemograma
Eritrograma
Hemoglobina 10.2 8.7 9.0 9.6 g/dL 12.0-15.0
Eritrocitos 3.37 2.89 3.03 3.15 x 10%/ul 3.80-4.80
Hematoécrito 32.0 26.9 27.8 284 % 36.0-46.0
VGM 95.0 93.1 91.7 90.2 fl 80.0-97.0
HGM 30.3 30.1 29.7 30.5 pg 27.0-32.0
CMHG 31.9 323 324 33.8 g/dl 11.6-14.0
RDW 16.2 16.7 16.3 16.2 % 11.6-14.0
Leucograma
Leucécitos 15.9 17.8 10.8 9.3 x 10°/ul 4.0-10.0
Neutréfilos 91.5(14.53) 77.5(13.8) 62.8(6.76) 55(5.12) % 40-80
Eosinofilos 0.1(0.02) 0.4(0.07) 1.0(0.11) 2.2(0.2) % 1-6
Basofilos 0.3(0.05) 0.2(0.04) 0.2(0.02) 0.3(0.03) % 0-2
Linfocitos 6.9(1.10) 12(2.14) 26.5(2.85) 30.8(2.86) % 20-40
Monécitos 1.2(0.19) 9.9(1.76) 9.5(1.02) 11.7(1.09) % 2-10
Trombocitograma
Plaquetas 279 184 240 267 x 10°/ul 150-400
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Patologia 23/03 25/03 27/03 28/03 Unidades Valores de
Quimica Referéncia
Metabolismo dos Hidratos de Carbono
Glicémia 137 mg/dl 70-110
Proteinas
Albuminémia 3.5 g/dl 3.4-5.0
PCR 8419 22.369 11.453 8.197 mg/dl 0.050-1
Funciao Renal
Urémia 113 144 86 79 mg/dI <50
Creatinémia 1.53 2.00 .19 1.04 mg/dl 0.55-1.02
Enzimologia
Desidrogenase 270 169
Lactica
Funcdo Hepato-Biliar
AST 45 26 175 59 u/l 15-37
ALT 45 32 145 92 u/l 14-59
GGT 64 52 597 452 u/l 5-55
ALP 65 51 277 208 u/l 46-116
Bilirrubinémia 0.54 0.24 0.30 mg/dI 0.2-1
total
Bilirrubinémia 0.13 0.11 0.12 mg/dI 0-0.2
direta
Funcdo Pancreatica
Amilasémia 28 U/l 25-115
Metabolismo Fosfo-Calcico
Calcémia 9.0 mg/dl 8.5-10.1
Equilibrio Hidroelectrolitico
Natrémia 135 137 137 142 mmol/| 136-145
Caliémia 4.6 3.7 3.9 4.5 mmol/| 3.5-5.1
Clorémia 98.0 102 103 109 mmol/| 98-107
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Patologia 23/03 26/03 Unidades Valores de
Quimica referéncia
Liquidos organicos
Anadlise sumaria de urina
pH 6.0 6.5
Densidade 1.005 1.010 1.010-1.025
Nitritos Negativo Negativo
Proteinas 10 20 mg/dI <20
Glicose 500 50 mg/dl
Corpos Negativo Negativo mg/dl
cetonicos
Urobilinogénio Negativo Negativo
Bilirrubina Negativo Negativo mg/dI
Hemoglobina 0.03 0.06 mg/dI
Leucdcitos Negativo Negativo
Sedimento urinario
Células Raras Raras
epiteliais
Leucocitos I-5/campo 1-5/campo
Eritrécitos 4-6/campo 0-3/campo
Microbiologia
Exame bacteriolégico de urina asséptica
Sedimento
Células Raras Raras
Leucdcitos |-5/campo |-5/campo
Eritrocitos 4-6/campo 0-3/campo
Exame bacteriolégico
Gram Aparentemente Aparentemente
amicrobiano amicrobiano
Cultural negativo Negativo
Patologia Molecular 23/03 28/03

Biologia Molecular

Pesquisa SARS-CoV-2

Método: PCR em tempo real

Amostra Exsudado nasofaringeo

Exsudado nasofaringeo

SARS-CoV-2 Negativo

Negativo
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Patologia 23/03 Unidades Valores de Ref.
Quimica
Metabolismo dos hidratos de carbono
Lactato 0.93 mmol/I 0.50-1.60
Gases e pH do sangue
Gasimetria
Acido-Base 37°C
pH 7.508 7.350-7.450
pCO, 30.9 mmHg 32.0-45.0
pO:2 45.6 mmHg 75.0-100.00
HCO%-act 24.5 mmol/| 20.0-26.0
Estado do oxigénio 37°C
sO, 86.0 % 92.0-98.5
BE(B) 1.7 mmol/| -3.0-3.0
ctCO, 25.5 mmol/| 24.0-30.0
Gap Aniénico 14.0 mmol/I
Observacoes Temperatura 38.2 — pH(T):7.49 pCOy(T):32.5 pO,(T):49.7

Imunoserologia

23/03

Pesquisa Antigénio Virus Influenza A+B

Amostra Exsudado nasofaringeo
Virus Influenza A Negativo
Virus Influenza B Negativo

Microbiologia

Colheita 24/03 dado a 26/03

Pesquisa MRSA (exs. Axilar)

Exame bacteriolégico

Cultural

Negativo para Staphylococcus aureus meticilina
resistente.

Pesquisa MRSA (exs. Nasal)

Exame bacteriologico

Cultural

Negativo para Staphylococcus aureus meticilina
resistente.

Microbiologia

Pedido 23/03 dado a 25/03

Hemocultura — 2 amostras aerébias positivaram a 25/03

Exame bacteriolégico

Gram Cocos de Gram positivos

Cultural aerébio Streptococcus pneumoniae

Antibiograma Pedido a 23/03 dado a 27/03
Streptococcus pneumoniae

Sensivel Amoxicilina/Ac. Clavulanico

Ampicilina

Cefotaxima: cefalosporina de 3* geragao

Ceftriaxona: cefalosporina de 3* geragao

Levofloxacina

Moxifloxacina

Trimetoprim/Sulfametoxazol

Intermédio

Benzilpenincilina

Resistente

Clindamicina

Eritromicina
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7.5 Anexo V - Resultados das Analises do Caso Clinico Linfoma da

Zona Marginal

Hematologia 20/06/2020 Unidades Valores de Referéncia
Hemograma
Eritrograma
Hemoglobina 12.6 g/dl 12-15
Eritrécitos 4.05 x 10/l 3.8-4.8
Hematocrito 374 % 26.0-46.0
VGM 92.3 fl 80.0-97.0
HGM 31.1 pg 27.0-32.0
CMHG 33.7 g/dl 32.0-36.0
RDW 14.0 % 11.6-14.0
Leucograma
Leucécitos 20.5 x 103/l 4.0-10.0
Neutréfilos 21.2(4.34) % 40-80
Eosinofilos 0.9(0.18) % -6
Basofilos 0.2(0.04) % 0-2
Linfocitos 75(15.34) % 20-40
Monécitos 2.7(0.55) % 2-10
Trombocitograma
Plaquetas 151 x 10°/ul 150-400
Hemostase
TP 1.1 segundos 10.30-12.80
INR 0.99 Intervalo terapéutico: 2.0-3.5
aPTT 26.00 segundos 23.0-31.90

Patologia Quimica 20/06/2020 Unidades Valores de
Referéncia

Proteinas

PCR 0.089 mg/dl 0.050-1.000
Funcdo Renal

Urémia 87 mg/dl <50

Creatinémia 1.07 mg/dl 0.55-1.02
Enzimologia

LDH 260 u/l 81-234

CK Total 80 u/l 26-192
Funcdo Hepato-Biliar

AST 30 u/l 15-37

ALT 38 u/l 14-59

GGT 22 u/l 5-55

ALP 72 u/l 46-116
Equilibrio Hidroelectrolitico

lonograma sérico

Natrémia 138.0 mmol/| 136.0-145.0

Caliémia 4.6 mmol/I 3.5-5.1

Clorémia 106.0 mmol/| 98.0-107.0
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Hematologia 19/04/2021 Unidades Valores de
Referéncia
Hemograma
Eritrograma
Hemoglobina 1.5 g/dl 12-15
Eritrocitos 3.76 x 10/ul 3.8-4.8
Hematacrito 35.7 % 26.0-46.0
VGM 94.9 fl 80.0-97.0
HGM 30.6 pg 27.0-32.0
CMHG 322 g/dl 32.0-36.0
RDW 4.1 % 11.6-14.0
Leucograma
Leucécitos 28.0 x 103/l 4.0-10.0
Neutréfilos 12(3.35) % 40-80
Eosinoéfilos 0.8(0.22) % -6
Basofilos 0.3(0.08) % 0-2
Linfécitos 85.5(23.9) % 20-40
Mondcitos 1.4(0.39) % 2-10
Trombocitograma
Plaquetas I55 x 10°/ul 150-400
Reticuldcitos 23 % 0.5-1.5
Hemoglobina Reticulocitaria 349 pg 32.1-38.8

Morfologia do SP

Série Eritocitaria

Sem alteragdes citomorfoldgicas dignas de referéncia.

Série Leucocitaria

Leucocitose com linfocitose confirmada em esfregaco de
sangue periférico, com linfocitos maioritariamente pequenos
e maduros. Observam-se alguns a frequentes linfécitos
atipicos de tamanho pequeno a médio e nicleo maduro e
irregular. Observam-se muito raras manchas nucleares. Sem
outras alteragées citomorfologicas dignas de referéncia.

Série Plaquetaria

Sem alteragdes citomorfologicas dignas de referéncia.

Maturaciao Megaloblastica

Vitamina B12 566 pg/ml 211.0-911.0

Acido Félico 10.5 ng/ml >5.4
Metabolismo do Ferro

CTFF 399 pg/dl 291-430

Transferrina 237.0 mg/dl 250.0-380.0

Siderémia 66 pg/dl 50-170

indice Saturacio da Transferrina 19 % 15-50
Hemadstase

TP 10.6 segundos 10.30-12.80

INR 0.98 Intervalo terapéutico: 2.0-3.5

aPTT 22.70 segundos 23.0-31.90
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Hematologia

19/04/2021

Imunofenotipagem - Sindromas Linfoproliferativas

Estudo Imunofenotipico dos linfocitos

Produto

Sangue Periférico

Celularidade

O estudo Imunofenotipico revelou a presenga de 26,53x10%/pl
leucécitos, dos quais 3,45x10%/l (13%) de neutrdfilos,0,93x 10/l
(3,5%) de mondcitos, 21,83x10%/ul (82,3%) de linfécitos, 0,2 1x10%/ul
(0,80%) de eosindfilos e 0,05x10%/ul (0,20%) de basofilos.

Fenotipagem dos Linfécitos
T

No total dos linfocitos detetaram-se 14,48% de linfocitos T (17,59%
dos linfocitos) em que 69,83% eram CD4+; 27,90% eram CD8+; ,12%
eram CD4+CD8+ e |.15% eram CD4-CDS8-.

Células T com uma intensidade de expressao normal dos recetores:
CD3, CD4, CD5, CD8, CD45 e CD56.

Fenotipagem dos Linfécitos
B

No total dos linfécitos detetaram-se 65.63% de linfocitos B (79.74%
dos linfocitos) de dimensoes médias inferiores a dos T
(DMT/DMB=1.06), dos quais 0.56% expressavam cadeias lambda das
imunoglobulinas de superficie com intensidade normal e 99.94% eram
monoclonais para as cadeia kappa das imunoglobulinas de superficie e
apresentavam o seguinte imunofenotipico: CD5-, CD10-, CD 19+
homogéneo, CD20 positivo homogéneo, CD22 positivo homogéneo,
CD23-, CD38-, CD43-, CD79b+ homogéneo, CD81+ homogéneo,
CD103-, CD200 heterogéneo de + a -, CD305 heterogéneo de + a -,
IgM-, cadeia kappa das imunoglobulinas de superficie +, cadeia lambda
das imunoglobulinas de superficies negativas.

Fenotipagem dos Linfocitos
NK

No total dos linfocitos detetaram-se 2.20% de linfocitos NK (2.67% dos
linfocitos). Células NK com uma intensidade normal dos recetores
CD8, CD45 e CD56.

Fenotipagem dos
Granulécitos Neutroéfilos

Todos os neutrdfilos expressavam CD10, recetor expresso
normalmente nas células maduras.

Conclusio

e Presenca de uma populagio de células B (17,31x10%/pl) de
dimens&es inferiores as das células T, monoclonais para as
cadeias kappa das imunoglobulinas de superficie, sugerindo a
presenga de uma sindrome linfoproliferativo B com
imunofenotipico sugestivo de Linfoma B da Zona Marginal.

o Linfocitose T=3,84x10%ul (VR: 0,7-2,8x10%/pl) aparentemente
reativa;

e Linfocitos NK dentro dos valores de referéncia e com uma
expressao normal dos recetores estudados.
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Patologia Quimica 19/04/2021 Unidades Valores de
Referéncia

Metabolismo dos hidratos de carbono

Glicémia Pé6s-Prandial

Glicémia basal 110 mg/dl 70-110
-Glicémia (2° 116 mg/dl
amostra)

Proteinas

Eletroforese das proteinas séricas

Proteinas totais 8.6 g/dl 6.4-8.2
séricas
Albumina 481 g/dl 3.57-5.42
a- | -globulinas 0.29 g/dl 0.18-0.40
a-2-globulinas 0.74 g/dl 0.45-0.97
B-1-globulinas 0.39 g/dl 0.30-0.59
B-2-globulinas 0.27 g/dl 0.20-0.53
y-globulinas 2.05 g/dl 0.71-1.54
Rel. 1.28 g/dl 1.20-2.50
Albumina/Globulinas
B-2-microglobulina 5.839 pg/dl 0.607-2.295

Metabolismo Purinico
Uricémia 7.3 mg/dl 2.6-6.0

Enzimologia
Desidrogenase 355 U/l 81-234
Lactica

Funcdo Hepato-Biliar
AST 26 u/l 15-37
ALT 30 u/l 14-59
GGT 18 u/l 5-55
ALP 82 u/l 46-116

Bilirrubinas

Bilirrubinémia Total  0.43 mg/dl 0.20-1.00
Bilirrubinémia Direta 0.1 mg/dl 0.00-0.20
Bilirrubinémia 0.32 mg/dl 0.20-0.80
Indireta
Imunologia 19/04/2021 Unidades Valores de

Referéncia

Imunoglobulinas

Imunoglobulinas séricas

IgA 43.87 mg/dI 40-350
IigM 37.63 mg/dI 50-300
IgG 2271.42 mg/dI 650-1600
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Hematologia 06/08/2021 Unidades Valores de
Referéncia
Hemograma
Eritrograma
Hemoglobina 11.2 g/dl 12-15
Eritrocitos 3.61 x 10%/ul 3.8-48
Hematocrito 342 % 26.0-46.0
VGM 94.7 fl 80.0-97.0
HGM 31.0 pg 27.0-32.0
CMHG 32.8 g/dl 32.0-36.0
RDW 14.0 % 11.6-14.0
Leucograma
Leucécitos 25.7 x 103/l 4.0-10.0
Neutréfilos 12.1(3.10) % 40-80
Eosinofilos 2.0(0.51) % -6
Basofilos 0.3(0.08) % 0-2
Linfocitos 82.6(21.19) % 20-40
Monécitos 3.0(0.77) % 2-10
Trombocitograma
Plaquetas 150 x 10%/ul 150-400
Reticuldcitos 2.7 % 0.5-1.5
Hemoglobina Reticulocitaria 338 pg 32.1-38.8
Maturaciao Megaloblastica
Vitamina B12 710.0 pg/ml 211.0-911.0
Acido Félico 8.7 ng/ml >5.4
Metabolismo do Ferro
Ferritina 131.5 ng/dl 30.0-340.0
indice Saturacio da Transferrina 20 % 15-50
Hemadéstase
TP 11.40 segundos 10.30-12.80
INR 1.07 Intervalo terapéutico: 2.0-3.5
aPTT 23.80 segundos 23.0-31.90
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Patologia Quimica 06/08/2021 Unidades Valores de

Referéncia
Proteinas
Eletroforese das proteinas urinarias
Proteinas totais urinarias
Proteinuria de 24 0.19 g/24 horas <0.15
horas
Relatério Proteinuria predominantemente composta por Albumina (proteinuria seletiva
glomerular), com algum componente tubular.
B-2-microglobulina 6.571 pg/dl 0.607-2.295
Metabolismo Purinico
Uricémia 5.4 mg/dI 2.6-6.0
Enzimologia
Desidrogenase 391 U/l 81-234
Lactica
Funcdo Hepato-Biliar
Bilirrubinas
Bilirrubinémia Total 0.52 mg/dI 0.20-1.00
Bilirrubinémia Direta 0.12 mg/dl 0.00-0.20
Bilirrubinémia 0.40 mg/dI 0.20-0.80
Indireta
Liquidos Organicos
Analise Sumaria de Urina
pH 6.0
Densidade 1.013 1.010-1.025
Nitritos Negativo mg/dl
Proteinas Negativo mg/dI <20
Glicose Negativo mg/dI
Corpos Cetdnicos Negativo
Urobilinogénio Negativo mg/dI
Bilirrubina Negativo mg/dl
Hemoglobina Negativo
Leucocitos Negativo
Sedimento Urinario
Células Epiteliais Raras
Leucdcitos |-5/campo
Eritrocitos 0-3/campo
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Imunologia 06/08/2021 Unidades Valores de
Referéncia
Imunoglobulinas
Imunoglobulinas séricas
IgA 40.80 mg/dl 40-350
IgM 28.70 mg/dl 50-300
IgG 2981.03 mg/dl 650-1600
Cadeias Leves Séricas
Cadeias leves k 997.9 mg/dI 170.0-370.0
Cadeias leves A 43.8 mg/dI 90.0-210.0
Razdo k/A 22.78 1.35-2.65
Cadeias Leves (Urina)
Cadeias k 0.96 mg/dI <0.71
Cadeias A <0.35 mg/dI <0.39
Razdo k/A 2.743 0.750-4.500
Hematologia 13/08/2021

Mielograma

Amostra

Esfregaco com poucos grumos

Hipotese diagnostica

Linfoma da Zona Marginal com gamapatia monoclonal IgG k

Celularidade

Aumentada

Megacariocitos

Em nimero insuficiente para uma correta avaliagao

Razdo Mieloide/Eritroide

Nao avaliavel

Estudo Citomorfolégico

Serie eritroide 11.3%
Eritroblastos 11.3%
Serie mieloide 9.8%
Mieloblastos 0.0%
Promielocitos 0.0%
Mielécitos 0.5%
Metamielocitos 1.8%
Neutroéfilos (bastonetes  5.7%
e segmentados)

Eosinofilos 1.0%
Basofilos 0.0%
Monocitos 0.8%
Serie linfoide 78.8%
Linfocitos 78.5%
Plasmacitos 0.3%

Comentarios

Fez-se uma contagem diferencial em 600 células. Observaram-se
aproximadamente 78.5% de linfécitos pequenos e morfologia madura com
citoplasma escasso a ausente.

Conclusoes

O numero reduzido de eritroblastos, serie mieloide e megacariocitos é
sugestivo de amostra contaminada com sangue periférico. Mielograma nao
totalmente conclusivo para esclarecimento diagnostico por amostra nao
representativa da medula 6ssea. A complementar com os dados histoldgicos
e imunofenotipicos da medula ossea.
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Hematologia 10/11/2021 Unidades Valores de Referéncia
Hemograma

Eritrograma
Hemoglobina 10.0 g/dl 12-15
Eritrocitos 3.22 x 10%ul 3.8-48
Hematocrito 30.8 % 26.0-46.0
VGM 95.7 fl 80.0-97.0
HGM 31.1 pg 27.0-32.0
CMHG 325 g/dl 32.0-36.0
RDW 14.6 % 11.6-14.0
Observacoes Eritroblastos (1/100 leucécitos)

Leucograma
Leucécitos 45.5 x 103/l 4.0-10.0
Neutréfilos 6.6(3.00) %(X 10*/pl) 40-80()
Eosinofilos 0.6(0.27) %(X 10*/pl) 1-6()
Basofilos 0.5(0.23) %(X 10°/ul) 0-2()
Linfocitos 88.4(40.18) %(X 10°/pl) 20-40()
Monécitos 3.9(1.77) %(X 10*/pl) 2-10()

Exame Morfolégico do SP

Leucocitose confirmada em esfregagco de sangue periférico.

Linfocitose confirmada em esfregago de sangue periférico, com
linfocitos maioritariamente pequenos e maduros e alguns linfécitos
médios e raros grandes; alguns linfécitos com o nicleo de
contorno irregular, dos quais alguns com nucléolo mais ou menos
percetivel e hiperbasofilia citoplasmatica. Nao se observaram
manchas nucleares. Sem outras alteragdes citomorfolégicas dignas
de referéncia.

Trombocitograma

Plaquetas 168 x 10°/ul 150-400
Reticuldcitos 3.0 % 0.5-1.5
Hemoglobina Reticulocitaria 36.8 pg 32.1-38.8
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Patologia Quimica 10/11/2021 Unidades Valores de
Referéncia
Proteinas
Eletroforese das proteinas séricas
Proteinas totais séricas 9.3 g/dl 6.4-8.2
Albumina 4.77 g/dl 3.57-5.42
a-l-globulinas 0.27 g/dl 0.18-0.40
a-2-globulinas 0.68 g/dl 0.45-0.97
B-1-globulinas 0.38 g/dl 0.30-0.59
B-2-globulinas 0.25 g/dl 0.20-0.53
y-globulinas 2.96 g/dl 0.71-1.54
Rel. Albumina/Globulinas 1.05 g/dl 1.20-2.50
Albuminémia 3.9 g/dl 3.4-5.0
B-2-microglobulina 8.489 pg/dl 0.607-2.295
Metabolismo Purinico
Uricémia 6.4 mg/dl 2.6-6.0
Funcido Renal
Urémia 90 mg/dl <50
Creatinémia 1.30 mg/d| 0.55-1.02
Enzimologia
Desidrogenase Lactica 463 U/l 81-234
Funcido Hepato-Biliar
AST 33 U/l 15-37
ALT 27 U/l 14-59
GGT 19 U/l 5-55
ALP 9l U/l 46-116
Bilirrubinas
Bilirrubinémia Total 0.40 mg/dl 0.20-1.00
Bilirrubinémia Direta 0.10 mg/dl 0.00-0.20
Bilirrubinémia Indireta 0.30 mg/dl 0.20-0.80
Metabolismo Fosfo-Calcico
Calcio ionizado 4.62 mg/dl 4.64-5.28
Liquidos Organicos
Anilise Sumaria de Urina
pH 6.0
Densidade 1.008 1.010-1.025
Nitritos Negativo
Proteinas Negativo mg/d| <20
Glicose Negativo mg/d|
Corpos Ceténicos Negativo mg/d|
Urobilinogénio Negativo
Bilirrubina Negativo mg/dl
Hemoglobina Negativo mg/d|
Leucdcitos Negativo
Sedimentos Urinario
Células epiteliais Raras
Leucdcitos [-5/campo
Eritrécitos 0-3/campo
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Imunoglobulinas 10/11/2021 Unidades Valores de
Referéncia
Imunoglobulinas
Séricas
IgA 39.86 mg/dl 40-350
igM 33.56 mg/dI 50-300
IgG 3336.58 mg/dl 650-1600
Cadeias Leves Séricas
Cadeias leves k 1005.1 mg/dI 170.0-370.0
Cadeias leves A 33.6 mg/dI 90.0-210.0
Razao k/A 2991 1.35-2.65
Cadeias Leves (Urina)
Cadeias k 2.70 mg/dI <0.71
Cadeias A <0.35 mg/dl <0.39
Razdo k/A 7714 0.750-4.500
Cadeias Leves Livres Séricas
Cadeias k 1146.28 3.30-19.40
Cadeias A 9.27 5.71-26.30
Razdo k/A 123.655 0.260-1.650
Hematologia 03/12/2021 Unidades Valores de
Referéncia
Hemograma
Eritrograma
Hemoglobina 10.0 g/dl 12-15
Eritrocitos 3.23 x 10¢/pl 3.8-4.8
Hematocrito 30.7 % 26.0-46.0
VGM 95.0 fl 80.0-97.0
HGM 31.0 pg 27.0-32.0
CMHG 32.6 g/dl 32.0-36.0
RDW 14.4 % 11.6-14.0
Leucograma
Leucécitos 35.0 x 103/l 4.0-10.0
Neutrofilos 8.1(2.83) % 40-80
Eosinofilos 0.8(0.28) % -6
Basofilos 0.5(0.17) % 0-2
Linfocitos 86.0(30.08) % 20-40
Monécitos 4.6(1.61) % 2-10
Trombocitograma
Plaquetas 153 x 10%/ul 150-400
Reticuldcitos 32 % 0.5-1.5
Hemoglobina Reticulocitaria 37.6 pg 32.1-38.8
Maturaciao Megaloblastica
Vitamina B12 621.0 pg/ml 211.0-911.0
Acido Félico 5.8 ng/ml >5.4
Metabolismo do Ferro
Ferritina 136.9 ng/dl 30.0-340.0
indice Saturacdo da Transferrina 22 % 15-50
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Patologia Quimica 03/12/2021 Unidades Valores de
Referéncia
Funcio Renal
Urémia 89 mg/dl <50
Creatinémia 1.30 mg/dl 0.55-1.02
Enzimologia
Desidrogenase 441 U/l 81-234
Lactica
Funcido Hepato-Biliar
Bilirrubinas
Bilirrubinémia Total 0.46 mg/dI 0.20-1.00
Bilirrubinémia Direta 0.l mg/dl 0.00-0.20
Bilirrubinémia 0.35 mg/dl 0.20-0.80
Indireta
Hematologia 14/01/2022 Unidades Valores de Referéncia
Hemograma
Eritrograma
Hemoglobina 9.7 g/dl 12-15
Eritrocitos 3.1 x 10¢/pl 3.8-48
Hematoécrito 30.0 % 26.0-46.0
VGM 96.5 fl 80.0-97.0
HGM 31.2 pg 27.0-32.0
CMHG 323 g/dl 32.0-36.0
RDW 14.5 % 11.6-14.0
Observacoes Anemia normocitica. Rouleaux eritocitario.
Leucograma
Leucécitos 34.2 x 103/l 4.0-10.0
Neutrofilos 8.4(2.88) % 40-80
Eosindfilos 1.5(0.51) % -6
Basofilos 0.6(0.21) % 0-2
Linfocitos 87.2(29.85) % 20-40
Mondcitos 2.3(0.79) % 2-10

Exame Morfolégico do SP

Linfocitose confirmada em esfregaco de sangue periférico, com
linfécitos maioritariamente pequenos e maduros. Nao foram
observadas sombras nucleares. Raros linfocitos médios e grandes,
com relagao nicleo/citoplasma elevada e hiperbasofilia
citoplasmatica. N3o se observaram outras alteragées

citomorfoldgicas dignas de referéncia.

Trombocitograma
Plaquetas 150 x 10%/ul 150-400
Observacoes Nio foram observados agregados.
Reticuldcitos 2.9 % 0.5-1.5
Hemoglobina Reticulocitaria 37.7 pg 32.1-38.8
Maturaciao Megaloblastica
Acido Félico 182.8 ng/ml >5.4
Metabolismo do Ferro
Ferritina 119.9 ng/ml 30.0-340.0
indice Saturacio da Transferrina 19 % 15-50
Hemaéstase
Tempo de Protrombina (TP) 11.20 segundos 10.30-12.80
INR 1.06 Intervalo Terapéutico: 2.0-3.5
aPTT 25.30 segundos 23.0-31.90
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Patologia Quimica 14/01/2022 Unidades Valores de
Referéncia
Proteinas
Eletroforese das proteinas séricas
Proteinas totais séricas 9.6 g/dl 6.4-8.2
Albumina 4.58 g/dl 3.57-5.42
o-|-globulinas 0.27 g/dl 0.18-0.40
a-2-globulinas 0.72 g/dl 0.45-0.97
B-1-globulinas 0.38 g/dl 0.30-0.59
B-2-globulinas 0.26 g/dl 0.20-0.53
y-globulinas 3.39 g/dl 0.71-1.54
Rel. Albumina/Globulinas 091 g/dl 1.20-2.50
B-2-microglobulina 7.943 pg/dl 0.607-2.295
Metabolismo Purinico
Uricémia 7.7 mg/dI 2.6-6.0
Funcio Renal
Urémia 94 mg/dI <50
Enzimologia
Desidrogenase Lactica 450 U/l 81-234
Funcdo Hepato-Biliar
Bilirrubinas
Bilirrubinémia Total 0.43 mg/dl 0.20-1.00
Bilirrubinémia Direta 0.09 mg/dl 0.00-0.20
Bilirrubinémia Indireta 0.34 mg/dl 0.20-0.80
Equilibrio Hidroelectrolitico
Natrémia 135.0 mmol/| 136.0-145.0
Caliémia 4.2 mmol/| 3.5-5.1
Clorémia 103.0 mmol/| 98.0-107.0
Eixo Hipofiso-Tiroideu
TSH 2.727 mUl/I 0.350-5.500
FT4 1.30 ng/d| 0.80-1.76
Liquidos Organicos
Anilise Sumaria de Urina
pH 5.5
Densidade 1.005 1.010-1.025
Nitritos Negativo
Proteinas Negativo mg/dI <20
Glicose Negativo mg/dI
Corpos Cetodnicos Negativo mg/dl
Urobilinogénio Negativo
Bilirrubina Negativo mg/dl
Hemoglobina Negativo mg/dI
Leucdcitos Negativo
Sedimentos Urinario
Células epiteliais Raras
Leucdcitos |-5/campo
Eritrocitos 0-3/campo
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Imunologia

14/01/2022 Unidades Valores de

Referéncia

Imunoglobulinas

Imunoglobulinas

Séricas
IgA 34.50 mg/dl 40-350
IgM 33.00 mg/dl 50-300
IgG 3836.00 mg/dl 650-1600

Cadeias Leves Séricas
Cadeias leves k 1220.3 mg/d| 170.0-370.0
Cadeias leves A 3.4 mg/d| 90.0-210.0
Razio k/A 38.86 1.35-2.65

Cadeias Leves (Urina)
Cadeias « 4.09 mg/d| <0.71
Cadeias A <0.35 mg/d| <0.39
Razdo k/A 11.686 0.750-4.500
Hematologia 16/02/2022 Unidades Valores de Referéncia

Hemograma

Eritrograma
Hemoglobina 9.2 g/dl 12-15
Eritrocitos 2.96 x 108/l 3.8-4.8
Hematocrito 28.6 % 26.0-46.0
VGM 96.6 fl 80.0-97.0
HGM 3.1 pg 27.0-32.0
CMHG 322 g/dl 32.0-36.0
RDW 4.1 % 11.6-14.0
Leucograma

Leucécitos 334 x 103/l 4.0-10.0
Neutrofilos 9.1(3.04) % 40-80
Eosinéfilos 0.7(0.23) % -6
Basofilos 0.7(0.23) % 0-2
Linfocitos 84.4(28.18) % 20-40
Monécitos 5.1(1.70) % 2-10

Exame Morfolégico do SP

Linfécitos maioritariamente pequenos e maduros. Alguns linfocitos
de tamanho variavel com relagao nicleo/citoplasma elevada, alguns
contornos nucleares irregulares e/ou hiperbasofilia citoplasmatica.
Nio se observaram outras alteragoes citomorfolégicas dignas de
referéncia.

Trombocitograma

Plaquetas

145 x 10°/ul 150-400

Reticulécitos

3.0 % 0.5-1.5
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Patologia Quimica

16/02/2022 Unidades Valores de
Referéncia

Proteinas
Proteinas Totais Séricas 9.6 g/dl 6.4-8.2
Albuminémia 3.7 g/dl 3.4-5.0
Funcio renal
Urémia 90 mg/dl <50
Creatinémia 1.21 mg/dI 0.55-1.02
Enzimologia
Desidrogenase Lactica 466 U/l 81-234

Funcdo Hepato-Biliar

Bilirrubinas

Bilirrubinémia Total 0.35 mg/dI 0.20-1.00
Bilirrubinémia Direta 0.09 mg/dl 0.00-0.20
Bilirrubinémia Indireta 0.26 mg/dl 0.20-0.80
Biomarcadores Cardiacos
NT-proBNP (Peptideo 1441.00 pg/dl Sem ICC:
Natriurético)
<75: <125.00
275:<450.00

Sem ICA: <300.00

Hematologia

28/02/2021

Mielograma

Hipotese diagnostica

Linfoma da Zona Marginal com anemia em agravamento e gamapatia
monoclonal IgG k. Avaliagao da infiltracao medular. Outras alteragoes?

Celularidade

Esfregaco com poucos grumos e com densidade celular aumentada.

Megacariécitos

Em nUmero insuficiente para uma correta avaliagao.

Estudo Citomorfolégico

Serie eritroide 6.6%
Eritroblastos 6.6%
Serie mieloide 8.8%
Mieloblastos 0.0%
Promielocitos 0.0%
Mielocitos 1.2%
Metamieldcitos 1.8%
Neutroéfilos (bastonetes  5.0%
e segmentados)

Eosinofilos 0.4%
Basofilos 0.0%
Monacitos 0.4%
Serie linfoide 84.6%
Linfécitos 84.6%
Plasmacitos 0.0%
Comentarios Observou-se uma infiltragao por 84.6% de linfocitos em geral, pequenos a

médios, raros grandes, com morfologia madura, alguns com contorno
nuclear irregular, raros clivados, raros com nucléolo visivel e citoplasma, em
geral, escasso, raramente esbo¢ando prolongamentos citoplasmaticos. Serie
mieloide (8.8%) e eritroide (6.6%) muito diminuidas.

Conclusoes

Os dados do Mielograma podem ser compativeis com o diagnostico de
neoplasia linfoide de células B maduras, a esclarecer/conjugar com os dados
imunofenotipicos e histologicos da medula ssea.
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Hematologia 28/02/2022

Imunofenotipagem - Sindromas Linfoproliferativas

Estudo Imunofenotipico dos linfocitos

Celularidade O estudo Imunofenotipico, dos elementos hematologicos, revelou a
presenga de 10% de eritroblastos, 25% de neutrdfilos e precursores,
2% de monodcitos, 59% de linfocitos, 1% de eosindfilos, 0,08% de
plasmocitos e 2,92% de blastos.

Fenotipagem dos Linfocitos No total dos linfocitos detetaram-se 45,96% de linfécitos B (77,89%

B dos linfocitos) de dimensées médias inferiores a dos T
(DMT/DMB=1.07), dos quais 2,07% precursores B normais, 97,80%
expressavam cadeias kappa e 0,13% cadeias lambda das imunoglobulinas
citoplasmaticas. As células monoclonais para as cadeias kappa das

imunoglobulinas de superficie apresentavam o seguinte imunofenétipo:

Positivos para: CD19, CD20, CD22 de baixa expressao,
CD79b, CD81, CD200 parcial, CD305 parcial;

Negativos para: CD5, CD10, CD23, CD38, CD43, CD103,
IgM.

Fenotipagem dos No total de células hematologicas detetaram-se 0,08% de plasmécitos
Plasmoécitos com o seguinte imunofenotipo:

Positivos para: CD 138, CD38 de expressio normal, CD19,
CD45 e cadeias kappa;
Negativos para: CD56 e cadeias lambda.

Conclusio .

Presenca de uma populagio de células B, inferiores as das T,
monoclonais para as cadeias kappa das imunoglobulinas de
superficie, e com imunofendtipo sugestivo de Linfoma B da
Zona Marginal.

Presencga de 0,08% de plasmécitos monoclonais para as
cadeias kappa das imunoglobulinas citoplasmaticas, mas
CD19+ e CD38 de expressao normal (o que nao sugere que
sejam plasmocitos de mieloma multiplo) antes de gamapatia
monoclonal kappa.

Pelo que se sugere descartar a presenca da mutagao do gene
MyD88 e consequentemente alteragao para linfoma
linfoplasmocitico.
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Hematologia 24/03/2022 Unidades Valores de Referéncia
Hemograma
Eritrograma
Hemoglobina 9.3 g/dl 12-15
Eritrocitos 3.02 x 10%ul 3.8-4.8
Hematocrito 29.5 % 26.0-46.0
VGM 97.7 fl 80.0-97.0
HGM 30.8 pg 27.0-32.0
CMHG 31.5 g/dl 32.0-36.0
RDW 14.4 % 11.6-14.0
Leucograma
Leucocitos 46.1 x 103/l 4.0-10.0
Neutréfilos 7.9(3.64) % 40-80
Eosinofilos 0.8(0.37) % 1-6
Basofilos 0.5(0.23) % 0-2
Linfocitos 87.3(40.26) % 20-40
Mondcitos 3.5(1.61) % 2-10
Trombocitograma
Plaquetas 152 x 10°/ul 150-400
Reticuldcitos 2.8 % 0.5-1.5
Hemoglobina Reticulocitaria 36.3 pg 32.1-38.8
Patologia Quimica 24/03/2022 Unidades Valores de

Referéncia

Proteinas

Proteinas Totais Séricas 10.0 g/dl 6.4-8.2

Albuminémia 3.6 g/dl 3.4-5.0
Metabolismo Purinico

Uricémia 6.3 mg/dl 2.6-6.0
Funcdo renal

Urémia 103 mg/dl <50

Creatinémia 1.18 mg/dl 0.55-1.02
Enzimologia

Desidrogenase Lactica 486 U/l 81-234
Funcdo Hepato-Biliar

Bilirrubinas

Bilirrubinémia Total 0.26 mg/dl 0.20-1.00

Bilirrubinémia Direta 0.08 mg/dl 0.00-0.20

Bilirrubinémia Indireta 0.18 mg/dl 0.20-0.80
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