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Resumo

O presente relatdrio descreve as actividades realizadas no estdgio curricular, e foi dividido em dois
capitulos. O primeiro corresponde a descricao dos setores laboratoriais e equipamentos utilizados na
determinacao dos parametros analiticos, e as competéncias desenvolvidas. O segundo capitulo
corresponde a um estudo caso denominado “Comparacao do desempenho do Sysmex UF-4000 com
Urocultura para o diagndstico de Infe¢oes do Trato Urindrio”. O objetivo foi comparar os resultados obtidos

pelo equipamento Sysmex UF-4000 e Urocultura, relativamente ao tipo de bactéria.

Foram analisadas 545 urinas com suspeita de ITU. As amostras foram consideradas positivas pelo
Sysmex se valores de densidade bacteriana fossem = 200ul e/ou leucdcitos = 45ul e em cultura, caso o
crescimento bacteriano fosse = 10° UFC/mL. Das 545 amostras analisadas, 108 sao discordantes.
Obteve-se uma sensibilidade= 94%, especificade =87%, VPN=97%, VPP=73% e um Coeficiente de Kappa
de Cohen= 0,786. A boa concordancia, permite-nos afirmar que a implementacao do método
automatizado na rotina laboratorial é uma mais-valia na rapidez dos resultados e na diminuicao dos
exames culturais de urina. No entanto, deverao ser realizados mais estudos para aferir um valor de cut-

off de acordo com as varidveis: sexo, idade, patologias e os niveis de contagem de coldnias.

Palavras-chave: Infecao do trato Urinario; Urocultura; Bactérias; Sysmex UF-4000



Abstract

This report describes the activities carried out in the curricular internship and is divided into two chapters.
Thefirst corresponds to the description of the laboratory sectors and equipment usedin the determination
of the analytical parameters and the skills developed. The second chapter corresponds to a case study
called "Comparison of the performance of Sysmex UF-4000 with Uroculture for the diagnosis of Urinary
Tract Infections”. The objective was to compare the results obtained by Sysmex UF-4000 and Uroculture

regarding the type of bacteria.

A total of 545 urine samples with suspected UTI were examined. Samples were considered positive by
Sysmex if bacterial density values were =2 200l and/or leukocytes = 45ul and in culture if bacterial growth
was 2104 CFU/mL. Of the 545 samples analyzed, 108 are discordant. A sensitivity=94%, specificity=87%,
NPV=97%, PPV=73% and a Cohen's Kappa Coefficient of 0.786 were obtained. The good agreement
allows us to affirm that the implementation of the automated method in the laboratory routine is an asset
in the speed of results and in the reduction of urine culture exams. However, further studies should be
carried out to determine a cut-off value according to the variables' sex, age, pathologies, and colony count

levels.

Keywords: Urinary Tract Infections. Uroculture; Bacteria; Sysmex UF-4000
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Capitulo | - Estagio

1. Contextualizacao do estagio

0 Mestrado de Anadlises Clinicas e Satide Publica — Microbiologia e Sadde Publica da Escola Superior Satide
do Instituto Politécnico do Porto integra no segundo ano do plano de estudos, um estdgio na drea das
Andlises Clinicas e Saude Publica. O estdgio realizado, decorreu no laboratdrio Moduslab em Faro, durante
6 meses, com inicio a 8 de Novembro de 2021 e foi dividido da seguinte forma: trés meses na area da
Microbiologia, dois meses na drea da Bioquimica e Imunologia e um més na drea da Hematologia e
Imunohematologia. Este estagio teve como objetivos consolidar todos os conhecimentos adquiridos ao
longo do primeiro ano de mestrado, bem como adquirir e consolidar competéncias profissionais,
envolvendo o processamento de amostras, aplicacao e interpretacdao das vdrias metotologias, os
resultados obtidos e validagcao. Durante o periodo de estdgio acompanhei todo o processamento
laboratorial, desde a fase pré-analitica a pds-analitica. Esta ultima por observacao, atendendo que é

efetuada apenas por especialistas da area.

0 presente relatdrio encontra-se dividido em duas partes. Na primeira estao descritas todas as atividades
efetuadas durante o estagio em cada um dos setores, destacando as varias metodologias/equipamentos
utilizados. A segunda parte do relatdrio destina-se a um estudo de caso que consiste na comparacao do
desempenho do Sysmex UF-4000 com a andlise microbioldgica da Urina (Urocultura) para o diagndstico
de Infecdes do Trato Urindrio (ITU), que consiste numa validacao metodoldgica do método automatizado

para andlise de urina através do equipamento Sysmex UF-4000 (Kobe, Japan).
1.1. Caracterizacao do Labhoratdrio de Analises Clinicas Moduslab

0 Moduslab - Centro de Andlises Clinicas, situado na Rua da PSP, n°22 em Faro, estd sob Direcao Técnica

da Dra. Elsa Nunes, Especialista em Andlises Clinicas pela Ordem dos Farmacéuticos.

O laboratdrio apresenta instalacdes bastante acolhedoras e funcionais dotadas de musica ambiente e
equipado com um sistema de extracao e insuflacao de ar para renovacgao constante do ar respirado, de
maneira a garantir a satisfacao tanto dos clientes como dos funciondrios. Possui uma estacao de
tratamento de dguas residuais, onde confluem diretamente os residuos liquidos dos equipamentos, para
promover a homogeneizacao dos efluentes e o equilibrio do pH antes de serem lancados na rede de

drenagem publica.

Além do laboratdrio principal localizado em Faro, existem também seis postos de colheita no Algarve,
nomeadamente, em Olhao, em Faro (Clinicas Veloso Gomes e Ressonancia Magnética), em Sao Bras de

Alportel, Fuseta e, por fim, no Centro Médico de Quarteira.
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O laboratdrio Moduslab pretende dignificar o maximo possivel a sua imagem, assim como a de todas as
instituicoes com quem estabelece parcerias, preenchendo elevados padroes de qualidade, assumindo-se
como uma empresa caracterizada pela evidéncia dos seus valores éticos e boas préticas, aumentando a
satisfacao dos clientes e funcionarios. Para que estes objetivos fossem alcancados, apds um ano de
abertura, 0 Moduslab concluiu o seu processo de certificacao pela Norma NP EN 1SO 9001 e pelas Normas

para Laboratdrio Clinico da Ordem dos Farmacéuticos, com foco na melhoria continua (1).
1.2. EstruturaFisica

O laboratério Moduslab contém trés setores principais: Microbiologia, Bioquimica e Imunologia e
Hematologia e Imunohematologia. O setor de Microbiologia funciona numa sala independente, enquanto
os restantes dois estao localizados na sala central, dotados com todos os equipamentos necessarios para
realizacao dos parametros analiticos. Fazem parte ainda: gabinetes administrativos e de reunides,
rececao e sala de espera, trés salas de colheitas, sala de lavagem de material e armazém para arrumacao

do material
1.3. Aspetos Organizacionais

Para prestar um servico de qualidade que garanta a satisfacao de todos os clientes, o Moduslab possui
uma equipa técnica qualificada e competente constituida por especialistas em analises clinicas, técnicos

superiores de andlises clinicas e satde publica, pessoal auxiliar e administrativo.

Quando € realizada a inscricao de um utente, é emitido um documento com as andlises requisitadas e
varios elementos de identificacao do utente, entre eles o niimero de inscricao que é Unico. Esse documento
permite aos técnicos de colheitas verificarem quais as andlises solicitadas, o tipo de amostra e as
condicoes de colheita adequadas, assim como a identificacao do utente. Apds a colheita, as amostras
seguem para a triagem, onde se da continuacao a fase pré-analitica. Os tubos e frascos de colheita devem
chegar a sala de triagem devidamente identificados com o nimero e cddigo de barras atribuido a cada
utente no momento da inscricao. De seguida, as amostras sao encaminhadas para os diferentes setores,
de acordo com a andlise solicitada. Cada analise requisitada bem como o seu resultado fica registada no
sistema informatico do laboratdrio, que é posteriormente revisto e validado pelo especialista. Por fim, 0

boletim analitico é emitido para o doente.
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1.4. Controlo de Qualidade

No laboratdrio Moduslab existe uma grande preocupacao no que diz respeito a qualidade dos servicos
prestados. O controlo da qualidade tem como objetivo assegurar que todos os resultados obtidos sao
fidedignos e que cumprem todos os requisitos exigidos (2). O processo de controlo da qualidade inicia-se
na fase pré-analitica com a preparacao do doente, colheita correta das amostras bioldgicas bem como o
seutransporte e conservacao. Nafase analitica, o controlo da qualidade passa pela manutencao adequada
dos equipamentos, bem como o controlo e calibracao dos sistemas analiticos. Na fase pds-analitica, o

controlo da qualidade exige uma cuidadosa validacao dos resultados obtidos.
1.4.1. Controlo Interno da Qualidade

0 Controlo Interno consiste num registo intralaboatorial que permite avaliar a reprodutibilidade dos
resultados, garantindo assim que estes cumprem os requisitos necessarios (3). O controlo interno é
realizado diariamente em cada equipamento com amostras fornecidas por entidades de referéncia, de
acordo com o fabricante de cada equipamento, antes do processamento das amostras dos doentes. Os
resultados do controlo baseiam-se na avaliacao das cartas de controlo (cartas de Levey-Jennings) tendo
em conta as regras de Westgard. Quando existe alguma nao conformidade, procede-se a acao corretiva,
que poderd passar por calibracoes, verificacao da estabilidade de reagentes, entre outras. De seguida é
efetuada uma nova corrida de controlo, uma vez que as amostras sao apenas processadas apds verificar
a conformidade de todos os parametros analiticos, sendo esta umamedida necessdria parauma validacao

correta dos resultados.

1.4.2. Controlo Externo da Qualidade

0 controlo externo da qualidade baseia-se num processo de comparacao interlaboratorial que permite
avaliar a exatidao dos resultados(3). Todos os setores analiticos do Moduslab participam em proGramas
de controlo externo, tais como: NEQAS, EQAS, RIQAS, entre outros. Os técnicos das respetivas dreas
analiticas sao informados das datas de rececao das amostras a avaliar. As amostras sao analisadas nas
mesmas condicdes das amostras dos clientes, e, uma vez terminadas as andlises, os resultados sao
avaliados e encaminhados para a entidade correspondente na data acordada. Apds a rececao do relatdrio

elaborado por cada uma das entidades, o laboratdrio avalia e corrige as eventuais nao conformidades.
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2. Atividades desenvolvidas
2.1. Fase Pré-Analitica e colheita de amostras hioldgicas

A fase pré-analitica é a etapa mais suscetivel a erros que podem influenciar os resultados obtidos em
todos os processos analiticos e, por consequéncia, adecisao clinica a eles associados. Assim, é importante
controlar todas as varidveis presentes nestafase, que seiniciacom a solicitacao das analises e os diversos
fatores relacionados com a preparacao do doente (jejum, dieta especifica, hora adequada para a colheita,
entre outros). Para além disso, é necessario uma correta colheita e identificacao das amostras, bem como

0 seu transporte, processamento e armazenamento

A colheita de amostras é um dos processos mais importantes num laboratdrio de analises clinicas, uma
vez que qualquer erro pode comprometer a credibilidade dos resultados.

Durante o processo de inscricao do paciente, o sistema informatico do laboratdrio gera um cddigo de
barras que permite a identificacao do paciente e das respetivas amostras, que ficam associadas ao
processo de cada utente. Nas salas de colheitas, os técnicos sao responsdveis por confirmar a
identificacao do paciente, bem como garantir que este cumpriu os requisitos especificos de acordo com as
andlises solicitadas. Se estao reunidas todas as condicdes necessdrias, procede-se & colheita das

amostras, que serd feita consoante a natureza do produto bioldgico.
2.1.1. Colheitas de Sangue

0 sangue é o produto bioldgico mais utilizado em analises clinicas, uma vez que contém a maioria dos

analitos estudados.

Ap6s colocar o garrote, para uma melhor detecao da veia, o técnico deve selecionar o local da puncao

tendo em atencao os seguintes fatores:

o Nao selecionar o braco do lado de uma mastectomia,
e Nao selecionar um local com varias puncoes e/ou hematoma

o Nao selecionar o braco onde o doente foi sujeito a uma infusao intravenosa.

Nesta fase, é necessario ter em atencao qual os tubos adequados ao tipo de andlise solicitada. Os tubos
para colheitas de sangue tém tampas de cores diferentes, o que os distinguem na presenca ou nao de
anticoagulantes ou aditivos. O sangue pode ser colhido para tubos secos sem sem nenhum aditivo,
obtendo-se o soro (4,5), utilizado na maior parte das andlises bhioguimicas e imunoldgicas ou, entdo, em
tubos com anticoagulante, obtendo-se o plasma apés centrifugacao, (4,5), que é utilizado em andlises

hematoldgicas. Os antiacoagulantes mais comumente utilizados sao o EDTA e o citrato de sédio.

14



Apds a escolha adequada dos tubos de colheita de sangue, a zona da puncao deve primeiramente ser
desinfetada com um spray desinfetante deixando atuar por alguns segundos e, em seguida, retira-se o
excesso com algodao ou compressa em movimentos circulares de dentro para fora, num sé movimento
de forma a nao voltar a passar na area ja desinfetada. O utente deverd ter o brago esticado e apoiado com
a palma da mao virada para cima. O Sistema de colheitas de sangue usado pelo Moduslab é o sistema de
vdacuo e, por isso, é necessdrio ajustar o tubo de colheita e aguardar que ele fique cheio para poder ser
retirado e substituido pelo proximo, se necessdrio. O técnico deve entao retirar o garrote e, colocar o
algodao ou compressa por cima da agulha retirando-a, pressionando cerca de um minuto até ser colocado

o0 penso rapido. O sistema de vacuo devera ser colocado num contentor préprio para perfurantes.
2.1.2. Colheitas de Urina

A urina é das amostras mais frequentes num laboratdrio de andlises Clinicas. As colheitas sao geralmente
feitas pelo préprio utente salvo excepcdes como bebés ou individuos imobilizados/acamados, em que sao
utlizados sacos coletores. Algumas das analises realizadas com amostras de urinas bem como os

parametros analiticos a determinar estao descritos na Tabela 1.

Tabela1 - Parametros analiticos realizados em amostras de urina.

Tipo de andlise Amostra Parametros a analisar

Densidade, cor, turvacdo, glicose,
pigmentos  biliares, proteinas, pH,
hemoglobina, cetonas, urobilinogénio,
Andlise sumdria da urina Urina ocasional, jato médio. nitritos e esterase leucocitdria. Eritrécitos,
presenca de cristais, cilindros, células
epiteliais, muco e esperma,

Primeira urina manh3, jato médio.

Densidade bacteriana e de leveduras,

o T . L - b concentragdo de leucdcitos.
Analise microbioldgica da urina Urina jato médio apos higienizacdo da

zona urovaginal

Creatinina, Taxa de Filtracao Glomerular,
Ureia, Acido Urico, Microalbuminiria, Sédio,

Urinade 24h Urina recolhida ao longo do dia L. ..
Calcio, Potassio
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2.1.3. Triagem de amostras

Todas as amostras que chegam ao laboratdrio passam pela sala da triagem, onde sao rececionadas e
registadas no sistema informatico pelo técnico responsavel. Neste setor, é verificada a qualidade das
amostras e se estas cumprem todos 0s requisitos para prosseguir para a fase analitica. Alguns dos

critérios de rejeicao de amostras implementados sao:

e Amostras nao identificadas

e Amostras hemolisadas (caso possa interferir com o resultado da andlise requisitada)
e Amostras com volume incorreto

e Amostras colhidas em tubos ou materiais inadequados

e Condicdes de transporte e/ou armazenamento incorreto

Apos verificar estes parametros, as amostras sao centrifugadas, quando necessario, e distribuidas pelos

diferentes setores, de acordo com as andlises solicitadas.

3.  AreadeMicrobiologia

No sector da Microbiologia sao realizadas analises bacterioldgicas, parasitoldgicas e micoldgicas. Os
produtos bioldgicos mais comuns alisados sao a expetoracao, urina, fezes, exsudados (vaginais, uretrais,
purulentos) e esperma. Apesar de grande parte do trabalho realizado neste setor ser efetuado
manualmente (sementeiras, preparacao de amostras para andlise microscdpica e coloracdes) existem
dois equipamentos automatizados — o Vitek2, para a identificacao de microrganismos presentes em
cultura e o Sysmex UF-4000 para analise de urinas. Serao abordados os meios, testes e equipamentos
utilizados ao longo do estdgio no setor da Microbiologia, de acordo com o estipulado para cada produto

bioldgico.

3.1. Meios de Cultura

Durante o estagio foram utilizados varios meios de cultura descritos na Tabela 2 que permitiram uma
rapida e facil identificagao presuntiva dos microrganismos presentes nos mais diversos tipos de produtos

bioldgicos.
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Tabela 2 - Descricdo dos vdrios meios de cultura usas no laboratério de Microbiologia (6)

Meio de Cultura

Descricao

Aplicacoes

0 CPSE é um meio de cultura
cromogeénico. Permite a
identificacao direta da Escherichia
coli, uma vez que esta adquire uma
coloracao vermelha-roxa.

Isolamento, contagem e
identificacao de hactérias na urina.
Identificacao presuntiva das
seguintes espécies bacterianas ou
géneros: Enterococcus;

Klebsiella, Enterobacter, Serratia,
Citrobacter (KESQ); Proteus,
Providencia, Morganella (Proteeae).

Gelose Mac Conkey (MCK)

0 MKC permite oisolamento seletivo
de Enterobactérias. Ajuda na
detecdo de microrganismos
fermentadores de lactose que
produzem coldnias cor-de-rosa a
Vermelho, ao contrdrio dos nao
fermentadores que  produzem
colénias incolores.

Util no estudo de vdrios produtos
hioldgicos como esperma,
exsudados genitais e purulentos e
expeturacao.

Gelose Columbia + 5% de sangue de

carneiro (CNA)

0 meio de cultura CNA é um meio
seletivo para bactérias gram-
positivas particularmente exigentes
como Streptococcus e Listeria
permitindo também a detecao de
hemdlise.

Util em produtos bioldgicos como:
exsudados genitais, purulentos,
faringeos e nasais, expetoracao e
esperma.

GeloseChocolate PolyViteX (PVX)

0 PVX é um meio de cultura utilizado
para isolamento de bactérias
exigentes como é o caso de
Neisseria, Haemophilus e
Streptococcus  pneumonige.  E
enriquecido com fatores X (Hemina)
eV (NAD).

Util em produtos bioldgicos como:
Esxudados genitais, purulentos e
faringeos, esperma e expectoragao.

Gelose Chocolate PolyViteX™ VCAT3
(vca3)

O meio de cultura VCA, a semelhanca
do PVX, é composto por uma base
nutritive e enriquecida com os
fatores X e V, sendo um meio de
isolamento seletivo de Neisseria
gonorrhoeae e Neisseria
meningitidis.

E usado em amostras genitais
(exsudados e esperma), e pode
também ser usado em exsudados
faringeos caso seja especificamente
requisitada a pesquisa de Neisseria.
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Tabela 3 - Descricao dos varios meios de cultura usas no laboratério de Microbiologia (6){Cont.)

Meio de Cultura

Aplicacoes

Gelose CHROMID® Candida (CAN2)

Descricao
CAN é um meio de cultura
cromogénico que permite o0

isolamento seletivo de leveduras e a
identificacao direta de Candida
albicans, que produz coldnias azuis.

Util no isolamento de leveduras a

partir de exsudados genitas,
faringeos, nasais e purulentos,
esperma, expectoragdo, urina e
fezes.

Gelose Hektoen (HEKT)

Hektoen é um meio de cultura que
permite o isolamento seletivo de
Salmonella e Shigello. Colonias de
cor verde a verde-azulado com ou
sem centro preto (produtores de HzS)
é uma indicacao da presenca de uma
destas bactérias.

Util no isolamento de Salmonella e

Shigella presentes em fezes.

Gelose chromID® Salmonella Elite (SALM)

0 meio de cultura cromogénico para
o isolamento seletivo de Salmonella,
uma vez que esta, quando presente,
produz colénias roxas. Antes de
isolar a amostra no meio é
necessdrio o enriquecimento em
caldo de Selenito F, que favorece o
crescimento de  estirpes  de
Salmonella.

Utl no isolamento seletivo de
Salmonella a partir de amostras de

fezes.

3.2. Técnicas de Coloracao

Foram executados esfregacos de varios produtos bioldgicos e posterior coloracao pelo método de Gram.

A coloracao de Gram permite diferenciar bactérias Gram positivo de bactérias Gram negativo, baseando-
se na diferenca da composicao quimica das paredes bacterianas. As bacterias Gram positivo possuem

uma camada espessa de peptidoglicano enquanto as bactérias Gram negativo tém uma camada mais fina

A I B kA R " de peptidoglicano e uma membrana externa
‘e i t 7 ey, ok % . ..
o~ ST T N /b E Sl o adjacente. Desta forma, as bactérias Gram
tens T l U :* positivo, conseguem reter o primeiro
Y F -l = ' 13 ./: ‘ _ - 2 t
bt TN 1 E T o N “ . © . corante - cristal violeta, e por isso adquirem
; VRS e . S LT
3 P . ‘£, .1 « uma coloracao roxa (Figura1A).
ety B -- " :

Figura 1 - Representacao de coloracdo de Gram positivo (A) e Gram negativo (B)
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Por outro lado, as bactérias Gram negativo, uma vez que tém uma camada menos espessa de
peptidoglicano, sdo facilmente descoradas pelo alcool/acetona, e por isso, adquirem uma coloragao rosa

(Figura 1B), proveniente do sequndo corante — Fucsina (7).
3.3. Sistema de Identificacao Bacteriana e de Suscepibilidade aos Antibiéticos
3.3.1. Provas Rapidas de Identificacao (Provas Presuntivas)

Para efeito de identificacao do agente etioldgico, é possivel realizar provas de identificacao rapida que
permitem diferenciar de forma preliminar qual a bactéria presente em cultura. Neste ambito foram

realizados:
e Teste daCatalase

Este teste baseia-se em verificar a presenca da enzima catalase, que hidrolisa o perdxido de hidrogénio
em dgua e oxigénio, o que permite a distincao entre Staphylococcus spp. (Catalase positivo) e

Streptococcus spp. e Enterococcus spp. (Catalase negativo) (7).
e TestedaCoagulase

Este teste permite diferenciar a bactéria Staphylococcus aureus de outros cocos Gram positivos. A
conversao de fibrinogénio em fibrina possibilita a visualizacao de uma aglutinacao, que indica a presenca

de S. aureus coagulase positivo (7)
e Teste daOxidase

Este teste € dtil na identificacao de bactérias que contém a enzima oxidase. O aparecimento de uma
coloracao purpura da indicacao da presenca de bactérias oxidase positivas como bactérias do género
Neisseria e Pseudomonas, o que permite distinguir das bactérias pertencentes a familia
Enterobactereaceae, que pelo contrdrio, nao adquirem uma cor roxa e, por isso, sao classificadas como

oxidase negativo (7).
3.3.2. Provas deidentificacao definitiva

Paraidentificar a espécie do microrganismo presente, usa-se o sistema Vitek2 compact (Figura 2). Este é
um importante equipamento nos laboratdrios de Microbiologia, por permitir nao s a identificacao de

microrganismos, mas também realizar os respetivos testes de suscetibilidade aos antibidticos.

Antes da sua utilizacao, é importante saber que tipo de bactéria estd presente em cultura, uma vez que o
Vitek usa diferentes cartas de identificacao (ID), que contém substratos que permitem medir varias

atividades metabdlicas e o crescimento microbiano na presenca de certas substancias (8,9) , e cartas AST
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que possuem antibiéticos e que permite ao equipamento registar a concentragao minima inibitdria para
cadafdrmaco(9,10). Paraisto, o equipamento usa um sistema Gtico com diferentes comprimentos de onda
no espetro visivel, realizando técnicas turbidimétricas e colorimétricas (8,10). As cartas de Vitek usadas

foram as seguintes:

e Cartas de Identificacao de Gram Negativo (GN)

e (Carta AST N359 — Carta de antibioGrama para determinacao da sensibilidade de bacilos Gram
negativo aerébios com significado clinico.

e (Carta AST N373 - Carta de antibioGrama para determinacao da sensibilidade de bacilos Gram
negativo aerébios nao fermentadores com significado clinico.

e (Cartas de identificacao Gram Positivo (GP)

o (Carta AST P586 - Carta de antibioGrama para determinacao da sensibilidade de Enterococcus
spp., e Streptococcus p-hemoliticos

o (Carta AST P648 - Carta de antibioGrama para Stapylococcus

o (Carta AST STO3 - Carta de antibioGrama para determinacao da sensibilidade de S. pneumoniae,

Streptococcus B-hemoliticos e viridans

Depois, é necessario preparar uma suspensao bacteriana a partir das colénias puras obtidas em cultura,
sendo que, a turbidez da suspensao deve ser ajustada, numa escala entre 0.5 a 2.20 McFarland
dependendo do microrganismo, usando um medidor adequado (8,9) Posteriormente, a suspensao €é
colocada no equipamento juntamente com as cartas

adequadas. Apds o periodo de incubacado, O Vitek compara os } - : -
resultados com uma base de dados, tentando encontrar um 7 ™

microrganismo com o mesmo padrao de resultados. Caso nao

seja possivel, indica uma lista possivel de microrganismos ou -

aimpossibilidade de identificacao (8).

Figura 2 - Vitek 2 Compact (BioMérieux)(11)

3.3.3. Teste Suscetibilidade aos Antibioticos

Para a preparacao das cartas de sensibilidade aos antibiéticos é necessdrio preparar uma suspensao
bacteriana a partir de colénias puras em 3mL de solucao salina, com uma turvacao equivalente a 05

McFarland. O equipamento Vitek 2 Compact determina o valor da concentracao minima inibitdria para
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cada antibiético e interpreta os resultados de acordo com as normas EUCAST, identificando se a bactéria

é resistente ou sensivel a cada farmaco testado.
3.4. Sistemaautomatizado para andlise de Urina Sysmex UF-4000

O laboratdrio Moduslab possui um citdmetro de fluxo da gama UF, Sysmex UF-4000 (Kobe, Japan)
(Figura 3). Este equipamento utliza a citometria de fluxo de flourescéncia que consiste em fazer incidir
uma luz laser em particulas como as células, medindo a luz difusa e a flourescéncia resultantes para
determinar as caracteristicas dessas particulas (12), tais como: bactérias, glébulos vermelhos, glébulos
brancos, células epiteliais, leveduras e cilindros (12,13). Para isso, usa um laser semiconductor azul com
um comprimento de onda de 488 nm (14-16) e dois canais de analise diferentes: canal de superficie —
Analisa particulas de urina que ndo contém &cido nucleico (como gldbulos vermelhos, cristais e cilindros)
e o canal central — analisa particulas de urina que contém acido nucleico (como leucdcitos, células epiteliais
e bactérias) (13-15).

A citometria de fluxo classifica particulas/células de

— acordo com a andlise de: a) Luz dispersa frontal,
A indicando o tamanho e o comprimento das particulas; b)
S 1 1

Luz dispersa lateral, que fornece informacdes sobre o

conteddo celular como nicleo e granulos; c) Luz

fluorescente lateral, que indica a quantidade de DNA e

RNA presente nas células e, por fim, d) Luz despolarizada

lateral (DSS), que indica a magnitude de birrefringéncia
- 022 e s =

das particulas (12,15-18). O controlo de qualidade do
Sysmex UF-4000 foi realizado diariamente alternando

os dois niveis de controlo.

Figura 3 - Equipamento Sysmex UF-4000 (Kobe, lapan) (12)

3.5. Exame parasitoldgico das fezes

Esta andlise é feita usando o método de concentracao de Richie, que permite concentrar as vdrias
estruturas parasitdrias num sedimento, apds centrifugacao, que é posteriormente sujeito a avaliacao por
microscopia Gtica utilizando como corante uma solucao de lugol (19,20). O exame microscépico para
avaliacao da presenca de ovos, quistos ou outras formas parasitdrias é efetuado pelo especialista

responsavel.
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3.6. Pesquisa de Sangue Oculto nafezes

O teste de pesquisa de sangue oculto nas fezes é usado como triagem para cancro colorretal e de outros
problemas gastrointestinais que podem originar sangue nas fezes, como ulceras, polipos, entre outros. No
Moduslab, este exame é realizado recorrendo ao kit One Strep Rapid Test (Healgen), um teste que deteta
haixos niveis de hemoglobina (até 50 ng/ml), baseado num método imunocromatografico que usa o
ensaio de sandwich de anticorpo duplo (21). Para a realizacao desta andlise, é geralmente solicitada ao
utente amostras de fezes de trés dias consecutivos de modo a aumentar a sensibilidade do rastreio. Esta
andlise é realizada no setor da Microbiologia uma vez que este composto por uma sala independente que

se destina as andlises de fezes, evitando contaminacdes entre produtos biolégicos.

4. Area de Bioquimica e Imunologia

Para determinar parametros analiticos relativos ao setor da Bioquimica e Imunologia, este é composto
por varios equipamentos automatizados. Fazem parte desta area os equipamentos: Sysmex UC-3500,

Alinity ci-series, Phadia ™ 200 e Minicap ®.
4.1. Sistemas automatizados de testes Biogquimicos e Imunoensaios
4.1.1.Sysmex UC-3500

Para a analise sumaria da urina foi utilizado o equipamento automatizado Sysmex UC-3500 (Kobe, Japan)
(Figura 4), que permite avaliar os parametros: urobilinogénio, sangue, proteinas, glucose, corpos
cetdnicos, bilirrubina, nitrito, leucdcitos, pH, creatinina, albumina, proporcao proteinas/creatining,
proporcao albumina/creatinina e gravidade especifica. Para isso, o Sysmex UC-3500 distribui gotas da
amostra pelas “almofadas” presentes nas tiras teste, que

sao escaneadas por um sensor semicondutor de 6xido —

de metal complementar para efetuar as medicoes de cor,
usando métodos de fotometria por refletancia e

refratometria (22,23).

Apds a andlise pelo equipamento, o especialista
responsavel avalia os resultados e, caso necessario, é

realizado o sedimento urindario e analisado ao

microscaopio pelo especialista.

Figura 4 - Equipamento Sysmex UC-3500 (Kobe, Japan) (23)
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4.1.2. Alinity ci - series

0 equipamento Alinity ci -series (Abbott) (Figura 5) compreende dois mddulos distintos: um mddulo da

Bioquimica e um mddulo de imunoensaios.

Relativamente ao modulo da Bioguimica (Alinity c), este utiliza a tecnologia de detecdo fotométrica,
medindo a absorvancia das amostras para quantificacao da concentracao do analito em questao, e a
detecao potenciométria para medir o potencial elétrico das amostra (24). Neste mddulo é possivel

determinar os seguintes parametros:

e K* CI,Na*-Doseamento de ides/lonoGrama

e Cdlcio, Magnésio e Fésforo - Metaholismo Mineral-Osseo

e HDL,LDL, Colesterol total e Triglicéridos — Metabolismo dos Lipidos

e Ureia, Creatinina, Acido Urico e Microalbuminiiria — Funcio Renal

o Bilirrubina total e direta, Fosfatase Alcalina, LDH, AST, ALT e GGT - Funcao Hepato-Biliar
¢ Amilase - Funcao Pancredtica

¢ Creatina Cinase — Marcador de Lise Muscular

¢ Ferro, Ferritina, Transferrina e capacidade total de fixacao do ferro — Metabolismo do Ferro
¢ Proteina C-reativa e Fator Reumatdide — Marcadores de Inflamacao

e IgA, IgG e IgM - Imunoglobulinas

0 controlo de qualidade interno é realizado diariamente, utilizando 2 ou 3 niveis de controlo alternados,

dependendo do parametro.

0 moédulo de Imunologia (Alinity i) utiliza o método de imunoensaio quimioluminescente com
microparticulas — usado para determinar a presenca de antigénios, anticorpos e outros analitos nas

amostras (24). Neste médulo foi possivel determinar os sequintes parametros:

e AFP,PSAlivre e total, CA 125, CA 15-3, CA19-9 e CEA — Marcadores Tumorais

e T4livre e total, T3 livre e total e TSH — Marcadores da funcao tiroideia

¢ Vitamina B12 e Folato — Marcadores Metahdlicos

e FSH, LH, Prolactina, Testosterona, Progesterona, Insulina, Cortisol, DHEA, Estradiol, 3hCG e

PTH - Marcadores hormonais
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e Hepatite B (anti-HBs, HBsAg), Hepatite C (anti-HCV), Rubéola (IgM e IgG), Citomegalovirus
(IgM e IgG), Toxoplasma (IgM e IgG), Sars-CoV-2 (IgM e IgG) e HIV (Antigénio e anticorpo) —
Marcadores de doencas infeciosas

e NT-proBNP - Marcador de
insuficiéncia cardiaca

e QOutros parametros: Vitamina D,

Péptido C e Homocisteina

| Alinity Alinity

Figura 5 - Alinity ci series (Abbott)(25)

0O controlo de qualidade é realizado diariamente com um a trés niveis de controlo alternados, dependendo

do parametro.
4.1.3.Phadia™ 200

Phadia™ 200 (ThermoFisher Scientific) (Figura 6) é um equipamento automatizado utilizado no

diagndstico de alergologia e autoimunidade.

Para o diagndstico de alergias é usado o métodos de imunoensaios fluoroenzimdtico, que deteta a
presenca de anticorpos IgE especificos, que é considerado o teste de identificacao especificado alergénio
responsdvel pela sintomatologia alérgica (26-28). As determinacoes analiticas efetuadas foram as

seqguintes:

e IgE total — Util em pacientes que sofrem de asma, rinite ou dermatite atépica devido a alergia.
Casos em que a concentracao de IgE total pode estar elevada (29) .

e IgE especifico — Acaros (Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae,
Lepidoglyphus destructor, Blomia tropicalis), Olea europaea (oliveira), Phleum pratense (Planta),
Ovo, Ostrea edulis (Ostra), Persea americana (abacate), Apis melifera (abelha), Caspa e pélo de
cao, caspa e pélo de gato, leite de vaca, trigo, entre outros.

¢ Phadiatop e Phadiatop infant — Arvores, Ervas Infestantes, Gramineas, Frutos, fungos e cereais.

Para o diagndstico da autoimunidade, é utilizada a metodologia Elia™ que mede um anticorpo IgG
especifico (26)(30). No Moduslab este método é utilizado na detecao de anticorpos antitiroideus,

nomeadamente:
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o Anticorpos antitireoide peroxidase (anti-TPO): marcador soroldgico para o diagndstico de
tireoidite de Hashimoto (30-32).

o Anticorpos anti-tiroglobulina (anti-TG): Essencial e de grande sensibilidade no seguimento dos
pacientes com cancro da tiréide. Maioritariamente detetado em conjunto com anti-TPO, no
entanto, os pacientes podem ser positivos para anti-TPO, mas negativos para anti-TG ou vice-

versa(30-32).

Apesar do controlo de qualidade deste equipamento nao ter feito parte das minhas atividades
desenvolvidas, o mesmo é realizado com um
nivel de controlo por técnica/dia de trabalho,
alternadamente, e com dois niveis de controlo

de curva em cada dia de trabalho.

Figura 6 - Phadia™ 200 (ThermoFisher Scientific)(33)

4.1.4.Minicap ®

0 analisador Minicap ® (Sebia) (Figura 7) consiste num sistema automatizado de eletroforese capilar que

permite realizar eletroforeses de proteinas e de hemoglobinas.
e Eletroforese de Proteinas

A andlise da eletroforese de proteinas permite diagnosticar doencas como mieloma muiltiplo e outras
doencas associadas a proteinas séricas (34-37) A eletroforese separa as proteinas séricas em 6 fracoes
diferentes (Albumina, cu-globulina, o>-globulina, R+-globulina, 2-globulina, e v-globulina) de acordo com
as suas propriedades fisicas gerando um grafico , permitindo analisar as bandas obtidas e verificar a
existéncia de padroes associados com diversas patologias, de acordo com as alteracdes visualizadas(34-

37)

o Eletroforese de Hemoglobinas
A eletr6forese de hemoglobinas é uma andlise que permite a separacao das hemoglobinas normais A (2
cadeias o e duas cadeias B), F (duas cadeias o e duas cadeias v) e A2 (duas cadeias o e duas cadeias 3)

utilizando o método da eletroforese capilar em solucao livre, onde as moléculas carregadas eletricamente

sao separadas em capilares de silicio e sao detetadas a um comprimento de onda de 415nm, especifico
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para hemoglobinas (38,39). A detecdo de possiveis padroes anormais é efetuada através da visualizacao
dos diaGramas eletroforéticos resultantes. As irregularidades qualitativas resultantes sao denominadas
de hemoglobinopatias, onde existe a substituicao por mutacao de um aminodcido num dos quatro tipos
de cadeias polipeptidicas, e as quantitavas sao denominadas de talassemias, provocadas por uma

diminuicao na sintese de uma das cadeias de hemoglobina (38-40).

O controlo de qualidade deste equipamento nao fez parte
das minhas atividades desenvolvidas durante o estdgio,
no entanto é realizado com um nivel de controlo em cada

dia de trabalho, em ambas as analises.

Figura 7 - Minicap ® (Sehia)(41)

4.2. Outras metodologias realizadas: Técnicas de Serologia

0 diagnéstico seroldgio da sifilis é realizado no setor da quimica/imunologia. As andlises realizadas para
o diagndstico da sifilis sao realizadas neste setor uma vez que este era composto por uma bancada

destinada as analises manuais realizadas com soro, desta forma sao evitadas contaminacoes.

A sifilis € uma doenca transmissivel por via sexual ou vertical, provocada pelo Treponema pallidum
(42,43). Como ainda hoje, a bactéria nao € cultivavel, o diagnostico laboratorial desta doenca pode ser

feito através das seguintes analises (implementadas no Moduslab):
4.2.1.VDLR/RPR

0 VDRL e 0 RPR sao testes de rastreio seroldgicos manuais inespecificos designados nao-treponémicos
que detetam a presenca de anticorpos IgM e IgG contra material lipidico libertado por células hospedeiras
infetadas, bem como material semelhante a lipoproteinas e cardiolipina libertada pela bactéria T. pallidum
(44-46). Ambos os testes detetam a floculacao dos antigénios lipidicos através do soro de individuos
afetados. No entanto, o teste RPR ao contrario do VDRL, é um teste de microfloculacao que utiliza
particulas de carvao ativado para fixar os antigénios e, desta forma, a reacao de aglutinacgao € visivel a

olho nu (42,44-46).
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Entre estes dois testes o VDRL foi o Unico que realizei durante o meu estdgio, sendo também o mais

requisitado pelos pacientes do Moduslab.

0 seu controlo de qualidade é realizado aquando da abertura de um novo lote, com a amostras controlo

presente no kit do teste.
42.2. TPHA

O TPHA é um teste treponémico que utiliza antigénios da bactéria e T. pallidum, por isso, é um teste mais
especifico que os nao-treponémicos. Este teste consiste na hemaglutinacao passiva que deteta
anticorpos anti-treponémicos no soro, utilizando gldbulos vermelhos sensibilizados com T.pallidum que

se agregam quando expostos ao soro de pacientes infetados, causando aglutinacao (42,45).

0O controlo de qualidade deste teste é feito aquando da abertura de um novo lote com a amostra controlo

proveniente do kit do teste.

5. Area de Hematologia e Imunohematologia

Neste sector sao realizadas diversas andlises bastante requisitadas pelos pacientes como € o caso do
hemoGrama, velocidade de sedimentacao, provas de coagulacao e hemoglobina glicada. Paraisso, dentro
deste setor estao presentes o0s seguintes equipamentos: Advia ® 2120, Alifax Test 1 BCL, Adams A1C-

HA-8160 e Adams A1C-HA-8160.
5.1. Areade Hematologia
5.1.1. HemoGrama
0 hemoGrama é das andlises mais solicitadas no Moduslab, uma vez que permite fazer uma triagem de

vdrias patologias associadas com os constituintes do sangue.

No Moduslab, é no equipamento Advia ® 2120 (Siemens) (Figura 10) que se realizam os hemoGramas.
Consiste num Sistema automatizado de citometria que utiliza amostras de sangue total para determinar
o ndmero de eritrdcitos, leucdcitos e plaquetas, assim como os parametros relacionados com 0s com 0s

mesmos (47-50):

e EritroGrama — Hematdcrito, Concentracao de Hemoglobina, Nimero de Glébulos Vermelhos
Circulantes e indices Eritrocitarios (Volume Globular Médio, Hemoglobina Globular Média,

Concentracao de Hemoglobina Globular Média e Coeficiente de Dispersao Eritrocitaria (RDW));
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e LeucoGrama - Contagem Total de Glébulos Brancos e respetiva Férmula Leucocitdria
(Neutdflios, Eosindfilos, Basoflios, Linfécitos e Mondcitos):

¢ Contagemde Plaquetas —niimero de plaquetas, plaquetdcrito e dois indices plaquetarios: volume
Plaquetario Médio (VPM) e o Coeficiente de Dispersao Plaquetaria (PDW, do inglés, Platelet
Distribution Width).

Sempre que as contagens efetuadas de modo automdtico emitem alarmes, sao realizados os esfregacos
do sangue periférico utilizando a coloracao Wright-Giemsa, que permite a contagem diferencial dos

elementos da série leucocitaria e o estudo morfoldgico das séries eritrocitaria, leucocitaria e trombocitica.

O controlo de qualidade deste equipamento nao fez parte das minhas atividades desenvolvidas, no

entanto, é realizado alternadamente, m——— - |

—
ADVIA 120 ‘

um nivel da amostra de sangue

controlo por dia.

Figura 8 - Advia ® 2120 (Siemens)(51).

5.1.2. Velocidade de Sedimentacao

No Moduslab, a velocidade de sedimentacao é analisada em amostras de sangue total com EDTA e
corresponde a distancia, em milimetros, de sedimentacdo dos eritrécitos durante uma hora, de acordo
com o método de Westergren em que o resultado é expresso em mm/h (50,52-54). Para medir a VS é
utilizado o equipamento Alifax Test 1 BCL (Figura 9) que determina a sedimentacao por fotometria capilar
de fluxo (53,54)
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A tendéncia para a sedimentacao mais rdpida dos eritrécitos é um indicador de inflamagao e pode estar
relacionada com vdrios tipos de estados patoldgicos, normalmente relacionado ao aumento do
fibrinogénio e outras proteinas de fase aguda no plasma, bem
como alteracdes na forma e quantidade dos eritrocitos, que

também pode ser uma causa de VS aumentada (4,50).

O controlo de qualidade deste equipamento nao fez parte das

minhas atividades durante o periodo de estagio, no entanto, é

realizado diariamente com dois niveis de controlo.
—————————

Figura 9 - Alifax Test1BCL (54)

5.1.3. Hemoglobina Glicada

A hemoglobina glicada (HbA1.) corresponde a uma molécula de hemoglobina ligada covalentemente a
uma molécula de glucose e a sua concentracao no sangue depende do tempo de vida dos Eritrdcitos (55).
Uma vez que a concentracao de HbA1. é proporcional a concentracao de glucose no sangue e que a sua
determinacao fornece um indice dos niveis médios de glucose sanguinea. Esta analise é (til na avaliacao

do controlo glicémico e por consequéncia, no diagndstico de diabetes (4,55) .

A HbA1c é determinada no equipamento Adams —— e 44
A1C-HA-8160 (Arkray) (Figura 10) através do - 4 ap
métodos de  cromatografia liquida de alto i 5.:, e

-

rendimento (HPLC) (4,55,56), situado neste setor.

0 controlo de qualidade deste equipamento é
realizado diariamente com um nivel de controlo, =
ST

alternado. No entanto, nao fez parte das minhas

atividades durante o periodo de estdgio.

Figura10 - Adams A1C-HA-8160 (Arkray) (57)
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5.1.4.Provas de Coagulagao

Os parametros analiticos para avaliar a coagulacao, medidos em amostras de plasma, foram realizados
no equipamento Sysmex CA-600 Series (Figura 11)
gque emprega métodos de detecao Gtica (58). Os _— \ =

parametros analisados sdo: tempo de Protrombia, | = \

tempo de Trombina e Fibrinogénio.

Figura11- Sysmex CA-600 Series (59)

e Tempo de Protrombina

O tempo de Protrombina refere-se ao tempo que demora até a coagulagao do plasma recalcificado na
presenca de concentracdes 6timas de tromboplastina(4,50,60). A andlise ao tempo de protrombinaindica
a eficiéncia do sistema de coagulacao extrinseco que envolve os fatores I, V, VII, X e o fibrinogénio
(4,50,60,61). 0 Tempo de protrombina ajuda na monitorizacao da deficiéncia da vitamina K, funcao

hepdtica e terapia anticoagulante oral a longo prazo (4,60,61).
e Tempode Trombina

0 tempo de Trombina permite avaliar a ultima fase da coagulacao (Via comum), onde o fibrinogénio é
convertido a fibrina(4,50,60,62). Para avaliar o tempo de trombina, esta é adicionada ao plasma e o tempo
de coagulacao é medido, podendo este ser afetado pela concentracao e reacao do fibrinogénio e pela
presenca de substancias inibidoras, incluindo os produtos de degradacao do fibrinogénio e

heparina(4,50,60,62).
¢ Fibrinogénio

0 fibrinogénio (fator I) é uma glicoproteina sintetizada no figado que, sob a acao da trombina, pode ser
sintetizado em fibrina, formando um codgulo(50,60,62). Para dosear o fibrinogénio é necessario dilui-lo
numa solucao de grandes concentracdes de trombina e o tempo de coagulagcao medido é comparado com

uma curva padrao, que indica a concentracao de fibrinogénio presente na amostra (50,60). Alteracdes nos
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niveis de fibrinogénio podem se indicativos de trombose e doencas hepaticas como a

disfibrinogenemia(4,60).

O controlo de qualidade deste equipamento nao fez parte das minhas competéncias, no entanto, é

realizado diariamente com dois niveis de controlo.

5.2. Areadelmunohematologia
5.2.1. Determinagao de Grupos Sanguineos

0 sangue de cada individuo pode ser classificado de acordo com a presenca de determinados antigénios
nos glébulos vermelhos(50). A andlise para determinacao dos grupos sanguineos foi efetuada de modo
manual através de um kit (Immucor), por aglutinacao. e esta informacao é essencial em casos de, por
exemplo, transfusdes sanguineas e doacdes de sangue (50,63). As determinacdes basearam-se nos dois

sistemas principais de classificagcao do grupo sanguineo:
e Sistema ABO

0 Sistema ABO é definido pela presenca de um antigénio A (grupo A), um antigénio B (grupo B), u
antigénios A e um antigénio B (grupo AB), nenhum antigénio (grupo O) e pelos anticorpos naturais anti-A
e anti- B, que correspondem ao antigénio ausente nos eritrdcitos. Desta forma, quando os dois antigénios
estao presentes, 0 soro nao contém nenhum anticorpo. A fenotipagem do grupo ABO consiste na prova
direta (ou globular) e na provareversa (ou sérica) (63,64). Na prova direta é analisada por aglutinacao uma
suspensao eritrocitdria do paciente com antissoros conhecidos anti-A, anti-B e anti-AB presentes no kit
(Figura12) (63,64). Na prova reversa é analisada a presenca dos anticorpos anti-A e anti-B presentes no
plasma da amostra com a ajuda de células conhecidas A1, A2, B e O (63,64). O grupo ABO s6 pode ser
definido se existir concordancia entre os resultados destas duas provas. Desta forma, caso sejam
concordantes, é possivel classificar o sangue em quatro grupos: A, B, AB e 0 (50,60) e os fendtipos do

Sistema ABO podem ser observados na seguinte Tabela 3.
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Tabela 3- Fendtipos do sistema ABO

Fénotipo Antigénios Eritrécitarios Anticorpos
A A Anti-B
B B Anti-A
AB A+B -
o - Anti-A + Anti-B

e Sistema Rhesus - Rh

0 sistema Rh consiste na pesquisa do antigénio D (Rh D) nos eritrdcitos por aglutinagao com um soro anti-
D (Figura12) (60,63,64). Ao contrdrio do sistema ABO, no sistema Rh quando hd auséncia dos antigénios
D nas células, ha tambhém auséncia dos anticorpos anti-D no soro (63). Desta forma, é possivel distinguir
ofendtipo Rh D +,comapresenca
do antigénio D, e Rh D -, com a
auséncia do mesmo antigénio
(60,63,64). Alguns individuos
possuem um subgrupo D fraco

que pode nao produzir uma

reacao positiva com alguns soros

anti-D comerciais.

Figura12 — Exemplo de determinacao de grupo sanguineo A.

5.2.2.Testes de Coombs

O teste de coombs, também conhecido como teste da teste de Antiglobulina Humana e tem como objetivo
verificar a compatibilidade eritrocitaria entre o dador e o recetor (64) através de hemaglutinacao em

microplaca. Existem dois tipos de testes de coombs:
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e Coombs direto

O teste de coombs direto é usado para detetar in vitro a presenca de anticorpos nos eritrdcitos circulantes
onde a sensibilizacao jd aconteceu in vivo (60,63). Nesta analise esta presente o soro de coombs, que ao
reagir com os anticorpos que se encontram a sensibilizar as células, provoca uma aglutinagao, indicando
assim um resultado positivo que pode ser indicativo de doenca hemolitica ou incompatibilidades em
reacoes transfusionais (60,63). No Moduslab o teste de Coombs direto era maioritariamento requisitado

por gravidas.
e Coombs indireto

O teste de coombs indireto tem como objetivo a detecao in vitro de eritdcitos sensibilizados in vitro
(60,63). O teste de coombs indireto é realizado em duas etapas. A primeira etapa inclui incubacao a 37°C
do soro do paciente com as células lavadas que contém os antigénios correspondentes aos anticorpos
que estao a ser pesquisados e, na segunda etapa, é possivel verificar a sensibilizacao através da adicao
do soro de coombs (60,63). A visualizacdo de aglutinacao € indicativo de que o soro do individuo contem
0 anticorpo que revestiu os glébulos vermelhos in vitro, o que indica uma possivel incompatibilidade
(60,63). No Moduslab o teste de Coombs indireto era realizado para a confirmacao de grupos sanguineos

Rh negativos.

Este teste é bastante requisitado em mulheres gravidas Rh negativas, para verificar se estas apresentam
anticorpos anti-D. Para além disso, o teste de coombs indireto é também usado como triagem de

incompatibilidade antes de transfusoes sanguineas.

6. Fase Pas-Analitica

A fase pds-analitica corresponde a Ultima etapa dos exames laboratoriais e consiste numa adequada e
cuidadosa validacao dos resultados obtidos na fase analitica, permitindo um diagndstico fiavel e para que,
se for o caso, o paciente receba o tratamento clinico correto. No laboratdrio Moduslab, apesar da fase p6s-
analitica ser realizada apenas pelos especialistas em Analises Clinicas, durante todo o periodo de estdgio,

tive a oportunidade de acompanhar de forma observacional esta fase.
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Capitulo Il - Estudo de Caso: Comparacao do desempenho do UF-4000 com Urocultura para o

diagndstico de Infecoes do Trato Urinario
1. Introducao

Asinfecdes do trato urindrio sao consideradas das infecdes mais frequentes na comunidade (14,15,17,65-
69), sendo caraterizadas pela presenca de um largo espetro de microrganismos patogénicos ao longo do
trato urinario (65,66). As bactérias Gram negativo sao as mais representativas no que diz respeito as ITU,
sendo as mais comuns pertencentes a familia Enterobacteriaceae, nomeadamente a Escherichia coli
(1417,65,67-70). Para além das bactérias Gram negativo da familia Enterobacteriaceae, outros
microrganismos reportados como causadores de ITU sao bactérias Gram positivo, entre elas,
Enterococcus spp., Staphylococcus spp., e Streptococcus agalactiae assim como algumas leveduras

(1417,65,66).

Uma vez que as ITU sao bastante frequentes, é importante um rdpido diagndstico para que o tratamento
com antibidticos seja instituido o mais rapidamente possivel, de maneira a garantir o sucesso do
tratamento, e a prevenir possiveis resisténcias(15). A analise microbioldgica da urina (Urocultura)
continua a ser a metodologia gold standard (14,15,17,66,68,71), em meio de cultura CLED ou CPSE. No

entanto, é um processo trabalhoso e demorado, que exige no minimo 24h.

Com o objetivo de maior rapidez no processo de diagndstico, tém vindo a ser desenvolvidos equipamentos
automatizados para a analise de urinas por forma a triar amostras negativas antes de prossequir para a
cultura (15,17,18,66). Vérios estudos demonstraram que parametros como bactérias e leucdcitos podem
ser detetados com grande sensibilidade por analisadores automaticos de urina, permitindo assim, fazer
uma boa triagem das amostras positivas para ITU(14,17,18,66,68,71). Neste contexto, os citdmetros de
fluxo da série UF da Sysmex tém vindo a ser cada vez mais utilizados nos laboratdrios de microbiologia
clinica. Este trabalho é focado no equipamento Sysmex UF-4000, que consiste num processo
automatizado de citometria de fluxo de fluorescéncia que utiliza um laser semicondutor azul com um
comprimento de onde de 488nm(14-16,18) e dois canais de andlise diferentes: o canal de superficie, que
analisa particulas de urina que nao contém acido nucleico (como glébulos vermelhos, cristais e cilindros)
e o canal central, que pelo contrdrio, analisa particulas de urina que contém dcido nucleico (como
leucdcitos, células epiteliais e bactérias) (13-16). A citometria de fluxo classifica analisando: a) Luz
dispersa frontal, indicando o tamanho e o comprimento das particulas; b) Luz dispersa lateral, que fornece
informacoes sobre o contetido celular como niicleo e granulos; c) Luz fluorescente lateral, que indica a
guantidade de DNA e RNA presente nas células e, por fim, d) Luz despolarizada lateral, que indica a

magnitude de birrefringéncia das particulas (12,14,18,68).
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2. Objetivo

Este estudo tem por objetivo comparar o método automatizado para andlise de urinas pelo equipamento
Sysmex UF-4000 com os resultados obtidos pelo método gold standard — Urocultura, relativamente a

positividade e tipo de bactéria (Gram negativo ou Gram positivo) presente nas amostras analisadas.

3. Materiais e métodos
3.1. Estudoe Amostra

Realizou-se um estudo observacional descritivo transversal. A populacdo em estudo consistiu nos
registos dos resultados das uroculturas e do equipamento Sysmex UF-4000 de urinas que deram entrada
no Moduslab para analise microbioldgica da urina, no periodo de 8 de Novembro de 2021 a 28 de Abril de
2022. Foram selecionadas 545 amostras de acordo com a existéncia de resultados segundo as duas

metodologias.
3.2. Instrumentos e procedimentos

As culturas de urina foram realizadas seqgundo o protocolo instituido no laboratdrio, e utilizadas como
padrao de referéncia. As urinas, colhidas por jato médio, foram homogeneizadas e 10ul foram transferidas
com ansa esterilizada para meio de cultura CPSE (BioMérieux). Apds incubacao a 37°C, durante 18-24h.
As culturas foram visualizadas e as coldnias contadas. As uroculturas foram consideradas positivas para
ITU se o crescimento bacteriano fosse >10° UFC/mL. Para este estudo, mesmo nao obtendo um resultado
em cultura que estabeleca o diagndstico de ITU, foi realizado o Gram a partir da culturg,

independentemente do nimero de coldnias.

As urinas submetidas no analisador automatizado Sysmex UF-4000 (Kobe, Japan), foram analisadas de
acordo com a densidade bacteriana e leucocitdria usando o analisador automatizado Sysmex UF-4000
(Kobe, Japan). Amostras sao consideradas positivas paraITU se Bactérias > 200ul e/ou Leucdcitos = 45pl
e negativas se Bactérias <200ul e Leucdcitos <45ul. Segundo as especificacdes do equipamento (72) os
resultados designados “Positivo” significam que a amostra tem presente bactérias do tipo Gram positivo.
Resultados designados “Negativo” significa que a amostra tem presente bactérias do tipo Gram negativo.
Resultados “Positivo/Negativo” infere que nas amostras em questao estao presentes dois tipos de
bactérias e resultados “Sem Classificacao” indicam que este nao foi capaz de detetar qual o tipo de

bactéria presente na amostra. Por outro lado, um resultado em Urocultura designados “Sem Classificagao”
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significa que o crescimento bacteriano nao foi valorizavel e resultados designado “NR”" significa que nao

foi realizado o Gram uma vez que nao houve crescimento bacteriano em placa.

3.3. Tratamento e analise de dados

Para a andlise estatistica foi usado o proGrama SPSS. A avaliagcao de desempenho do método e a andlise

da concordancia entre os dois métodos foi baseada no calculo dos parametros especificados na Tabela 4.

Tabela 4 — Parametros usados na avaliacao do desempenho e concordancia entre metodologias.

Parametro Descricao Formula
Capacidade do teste de identificar corretamente os individuos com a
doenca, ou seja, a percentagem de pessoas doentes que sao corretamente
Sensibilidade identificadas como portadoras da doenca (4, 73). S = VP
VP + FN
Capacidade de um teste clinico para identificar corretamente individuos
com a doenga, ou seja, a percentagem de individuos saudaveis que sao
Especificidade corretamente identificados como nao sendo portadores da doenca (4, 73). E= VN
VN + FP
Valor Preditivo :Dro)babilidade de uma amostra negativa ser verdadeiramente negativa VPN = VN
73). =
Negativo I p IR
Valor Preditivo Probabilidade de uma amostra positiva ser verdadeiramente positiva (73). — VP
Positivo VP + FP
Método estatistico para calcular a concordancia entre duas metodologias
diferentes, sendo que, valores de kappa superiores a 0,75 indicam uma
Coeficiente de excelente concordancia, valores entre 0,40 e 0,70 indicam concordancia K = lo—1Ie
1-1,

concordancia Kappa
de Cohen

razoavel a boa e, valores abaixo de 0,40 indicam uma baixa concordancia
entre as duas metodologias em estudo(4).

Legenda: VP — verdadeiros positivos; VN — verdadeiros negativos; FN — Falsos negativos; FP — falsos positivos; lo — Indice de concordancia

observado; le — indice de concordancia esperada ao acaso.

3.4. Questoes éticas

0 estudo foi autorizado pela direcao do laboratdrio, devido ao interesse em diminuir a quantidade de

culturas de urina para exame bacterioldgico, na rotina laboratorial. Os registos das varidveis em estudo

foram pseudoanonimizadas para garantir a confidencialidade dos registos utilizados.
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4. Resultados

Os resultados das amostras obtidos através do equipamento Sysmex UF-4000 bem como da Urocultura,
foram divididos em 4 grupos segundo a tipologia de resultado da coloracao de Gram, conforme expresso
na Tabela5.

Tabela 5 - Resultados do equipamento Sysmex UF-4000 e Urocultura relativamente ao tipo de bactéria

GRAM Sysmex
Negativo Positivo  Positivo/Negativo Sem Total
Classificacao
Negativo 263 12 21 13 309
GRAM Positivo 5 10 1 19 135
Urocultura Positivo e Negativo 1 4 3 5 13
Sem Classificacao 1 25 1 61 88
Total 270 151 26 98 545

Das 545 amostras, 437 (80,1%) e 108 (19,8%) nao o foram. Constatou-se que 263 (48,3%) amostras
concordaram para resultado bacteriano do tipo Gram negativo, 110 (20,2%) para crescimento bacteriano
do tipo Gram positivo, 3 (0,6%) para amostras com cultura mista, e 61(11,2%) amostras sem crescimento

bacteriano.

A partir dos resultados expressos na Tabela 5, foram calculados os parametros pré-definidos para
avaliacao de desempenho do equipamento Sysmex UF-4000: sensibilidade (94%), especificidade (87%),
valor preditivo negativo (97%) e valor preditivo positivo (73%). Para avaliar a concordancia entre os dois

métodos, foi calculado o Coeficiente de Kappa de Cohen na qual foi obtido o valor de 0,786.

Contudo, atendendo a que 19,8% dos resultados obtidos foram discordantes, procedeu-se a sua andlise
detalhada, associando a contagem de coldnias por niveis (<10 UFC/mL, 10%-10° UFC/mL e >10° UFC/mL)
com os quatro critérios discriminatdrios do equipamento Sysmex (identificados nos materiais e métodos),
para perceber a variabilidade entre a densidade bacteriana, a concentragao de leucdcitos e o resultado do
Gram, conforme expresso na Tabela 6 (Anexo 1). Os resultados evidenciaram discrepancias
independentemente do nivel de contagem de coldnias e dos critérios pré-estabelecidos para o

equipamento.
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5. Discussao
5.1. Estdgio

A realizacao deste estdgio curricular teve como objetivos adquirir e consolidar conhecimentos e
competéncias profissionais no ambito de um laboratdrio de Andlises Clinicas: colheitas de produtos
bioldgicos e rececao de amostras, bem como o seu processamento e posterior validacao dos resultados
obtidos. Os objetivos foram atingidos, considerando que durante os seis meses de estdgio acompanhei
todo o processamento laboratorial desde a fase pré-analitica a fase pds-analitica, permitindo-me
consolidar todos os conhecimentos adquiridos durante o primeiro ano do mestrado em Analises Clinicas e
Satide Publica. A integragcao em todas as dreas e setores do laboratdrio foi essencial para estar em
contacto com todas as metodologias e equipamentos nos quais nao tive acesso durante a minha

formacao académica e perceber o seu funcionamento e utilidade na rotina didria.

Na drea da Microbiologia, o estagio permitiu-me desenvolver a prdtica de sementeiras de diferentes
produtos bioldgicos que ainda nao tinha tido contacto anteriormente, bem como trabalhar com dois
equipamentos automatizados, o Vitek 2 — destinado para a identificacao de microrganismos e respetivos
antibioGramas e o0 Sysmex UF-4000 equipamento adquirido recentemente pelo laboratdrio e usado para
a andlise de urinas. Este (ltimo, baseado na citometria de fluxo, permite a analise sumdria da urina com
informacao sobre a presenca de células, cristais, cilindros e muco, assim como a triagem rapida para
excluir ITU uma vez que, em poucos minutos, fornece resultados relativamente a densidade bacteriana

1

leveduras e concentracao de leucdcitos (15,17,74-76).

As dreas de Bioquimica e Imunologia foram as dreas nas quais adquiri mais conhecimentos novos, uma
vez que nunca tinha tido contacto com nenhum dos equipamentos e metodologias usadas no laboratdrio.
Reforgo, nestas areas, a importancia que teve no meu estagio o contacto com o equipamento Alinity ci-
series, em que me foi possivel contactar com bastantes parametros analiticos, e interpretar os resultados
dos mesmos, uma vez que este equipamento permite a andlise simultanea de varios parametros nos
mddulos da quimica e imunologia com elevada precisao (77), o que facilia o trabalho dentro de um
laboratdrio clinico . Por outro lado, foi também importante o contacto com técnicas de serologia manuais
que ainda nao conhecia, como €é o caso do VDRL utilizado para o diagndstico da Sifilis, importante para

ajudar a establecer a fase da doenca, bem como monitorizar a resposta ao possivel tratamento (42).

Por fim, a area da Hematologia e Imunohematologia foi o setor na qual tive menos tempo, no entanto nao
deixa de ter a sua importancia uma vez que me possibilitou o contacto com equipamentos como o Alifax
Test1BCL para determinacao da velocidade de sedimentacao e o Sysmex CA-600 Series destinado para
provas de coagulacao, parametros estes que eu desconhecia antes da realizagao deste estagio. Na drea

da Imunohematologia foi importante a determinacao de grupos sanguineos que, apesar de nao ser uma
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técnica nova na minha formacao, foi importante o contacto com esta metodologias no contexto de um

laboratdrio clinico.

0 Moduslab, sendo um laboratério certificado, foca-se na melhoria continua. Desta forma, é uma
preocupacao constante o uso de equipamentos e de metodologias de referéncia, apostando no
desenvolvimento de algumas medidas no sentido de melhorar a qualidade do servico prestado, como é o
caso do controlo de qualidade realizado pelo laboratério. O trabalho num laboratdrio certificado acarreta
uma maior responsabilidade na andlise das amostras, possibilitando-me assim, desenvolver o meu
sentido critico e de responsabilidade, uma vez que resultados incorretos poem igualmente em risco a
imagem do laboratdrio (2). Outro aspeto importante durante o estdgio foi o contacto com o paciente, que
me possibilitou a interacao e adaptacao a diferentes personalidades, e enriquecendo ainda mais a minha

experiéncia.
5.2. Estudodecaso

No estudo caso realizado no decorrer do estagio foi avaliada a capacidade do equipamento Sysmex UF-
4000 identificar as urinas bacteriologicamente negativas e discriminar rapidamente qual o tipo de
bactéria (sequndo o método de Gram) presente em amostras positivas para ITU, por comparacao com a

Urocultura.

A todas as amostras avaliadas que chegaram ao laboratdrio para diagndstico laboratorial de infecao
urindria, foi utilizado o critério baseado no cut-off de densidade bacteriana =2200pl e concentracao de
leucdcitos =45l para determinar se seriam ou ndao semeadas. Desta forma, permite minimizar a
sementeira de uroculturas que a priori serao desnecessarias, e disponibilizar mais rapidamente o
resultado. No entanto, a utilidade da triagem realizada pelo Sysmex UF-4000 depende da populacao em
questao (17,72) e os valores de cut-off sugeridos pela casa comercial podem nao ser aferidos a todos o0s
cenarios clinicos ou populacdes especificas de doentes, como pode ser verificado no estudo de Kim et al
(17) em que é usado um cut-off de densidade bacteriana <15ul numa populacdo de doentes
imunocomprometidos. Também no Moduslab, pretende-se ajustar o valor de cut-off para excluir a
realizacao de uroculturas, no maior nimero de casos possivel. Por essa razao, avaliou-se o desempenho
do método, tendo-se obtido valores de sensibilidade de 94%, especificidade de 87%, VPN de 97% e VPP
de 73%. Um estudo publicado pela Sysmex Europe (72) revelou que uma contagem de bactérias =58l
seria 0 valor de cut-off mais sensivel para diagnosticar ITUs com uma sensibilidade de 99,4%,
especificidade de 78,2% e valor de VPN e VPP de 99,7% e 65,4% respetivamente, resultados
relativamente semelhantes aos obtidos neste estudo, apesar dos parametros de desempenho nao terem
sido determinados por grupos. Alguns estudos anteriores (14,15) também avaliaram a concordancia entre

os dois métodos onde as contagens de bactérias foram investigadas em combinagao com a contagem de
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leucdcitos, sendo que resultados semelhantes aos obtidos neste estudo podem ser observados no estudo
de Ren et al (15) onde foram obttisos valores de sensibilidade=97,8%, especificidade=74,6%, VPN=99,3%
e VPP=46,9%, usando valores de Cut-off para densidade bacteriana <30pl e concentracao de leucdcitos
<200 pl. Na realidade, entre os estudos publicados, o desempenho do diagndstico em termos de
sensibilidade e especificidade difere, primeiramente, devido aos diferentes valores de cut-off para
bactérias e/ou contagem de leucécitos, e em sequndo lugar aos diferentes critérios para o diagndstico de
ITU, prevaléncia de doencas e caracteristicas das populacoes estudadas (78). Por estas razdes, é
apropriado cada laboratdrio otimizar os seus cut-offs com base nas caracteristicas da populacao

prevalecente e nos diferentes critérios de positividade para a cultura.

Pela analise do valor do Coeficiente de Kappa de Cohen (0.786), este situa-se entre o valor de significancia
-3,84 e 3,84, o que significa que os métodos nao apresentam discordancias significativas. Contudo,
atendendo a que 19.8% dos resultados foram discordantes, optou-se por analisar detalhadamente esses
resultados com o objetivo de perceber as possiveis razoes que possam estar na sua origem. Assim, pela
andlise da Tabela 6 (Anexo 1), verificou-se que das 108 amostras discordantes, 56 (51,9%) apresentavam
um crescimento em cultura <10* UFC/mL, das quais, 27 (48%) amostras foram consideradas estéreis.
Estas situacdes podem ser justificadas por caracteristicas mais particulares de crescimento de algumas
bactérias ou porque o microrganismo presente na amostra nao é uma bacteria. No entanto, o risco de nao
se detetar uma ITU nao se coloca, mesmo estando esta num estado inicial. De referir que as uroculturas
estéreis nem sempre foram identificadas pelo equipamento com densidade bacteriana <200ul (n=3), pelo
que o critério para sementeira residiu na concentracao dos leucdcitos ser 245pl. Das estéreis, as 24
amostras que foram sinalizadas como tendo uma densidade bacteriana >200ul, nem sempre
apresentavam leucdcitos 245 pl (n=15). Salienta-se ainda que o critério “Bactérias <200ul e Leucdcitos
245ul" contempla 44,7% (25 amostras), e 42,8% apresentam uma densidade bacteriana <100y, 0 que
significa que, em alguns destes casos, nao foi possivel ao equipamento fazer uma leitura clara a partir do
grafico de dispersao obtendo-se um resultado classificado como “Sem classificacao”. Estas situacoes

podem surgir por flora de contaminacao, o que nao é valorizavél clinico-laboratoriamente.

Desta forma, foi possivel verificar que nas culturas com crescimento bacteriano <10*UFC/mL e tendo em
conta a densidade bacteriana, se fosse utilizado um cut-off <100ul, 48,2% das amostras nao seriam
semeadas. Song e colaboradores (2018) também selecionaram <10* UFC/mL como critério de rastreio
para a culturas negativas, com o objetivo de verificar se os testes baseados em analisadores poderiam
prever que amostras de urina resultariam num resultado de cultura negativo, e nao detectar amostras com

bacteriuria, resultando em falsos resultados (66).

Por outro lado, 52 amostras (48,1%) apresentam um crescimento em cultura >10°UFC/ml. Contudo, 10

amostras (19,2%) com densidade bacteriana <100ul e a concentracao de Leucdcitos 245ul nao foram
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classificadas pelo equipamento. Apesar de se observar valores de densidade bacteriana <100 pl, a
concentracao de leucdcitos apresentou valores =60ul. Possivelmente para concentracdes baixas, o
equipamento nao consequiu fazer uma leitura clara a partir do grafico de dispersao, conforme
percecionado no grupo com contagem de coldnias <10*UFC/mL. O mesmo aconteceu para a amostra 77
que também nao foi classificada pelo equipamento, mas apresentava densidade bacteriana de 696 pl e
concentracao de Leucdcitos de 443 pl, classificada no critério “Bactérias 2200 pl e Leucdcitos 245 pl”; e
para as amostras 100 e 101 classificadas no critério “Bactérias =200 pl e Leucdcitos < 45ul” com
densidades bacterianas de 850 pl e 348 plrespetivamente, e concentracao de Leucdcitos <30ul. Perante
a incapacidade do equipamento classificar o tipo de bacteria presente nas amostras, considerando a
elevada densidade bacteriana, podera estar relacionado com interferentes presentes nas amostras. De

qualquer forma, situacdes como estas devem ser investigadas futuramente.

As amostras identificadas com “Positivo/Negativo” pelo Sysmex UF-4000 bem como as que em nao
houve concordancia de Gram entre metodologias pode estar relacionado com a menor sensibilidade de
detecao de bactérias Gram positivas (78%), apesar de 96% de especificidade, enquanto que as bactérias
Gram negativo apresentam uma sensibiliade e especificidade na ordem dos 89%(72). Estes resultados
podem refletir as diferencas nas caracteristicas das bactérias, uma vez que uma maior propor¢ao de
bactérias Gram negativo sao patdgenos verdadeiros, e as bactérias Gram positivo podem ser
contaminantes. Entre os Gram negativo, as espécies bacterianas P. aeruginosa, Proteus spp., A.
baumannii, Stenotrophomonas maltophilia, e Providencia spp. apresentaram 10% de resultados
discordantes, enquanto que espécies de Streptococcus apresentaram falsos resultados negativos

significativamente elevados, para além dos difterdides (17).

Contudo, a deteccao de bactérias Gram positivo tem implicaces clinicas significativas, namedida em que
os uropatdgenos Gram positivo mais frequentemente isolados sao Staphylococcus saprophyticus,
Enterococcus faecalis e Streptococcus agalactioe (67). No entanto, e apesar do desempenho de
discriminacao bacteriana do Sysmex UF-4000 para bactérias Gram negativo ser superior ao de bactérias
Gram positivo o elavado grau de sensibilidade e especificidade fortalece a ideia deste equipamento ser
uma boa medida de rastreio pré-cultura no diagndstico de uma ITU, com beneficios clinicos e econémicos.
Varios estudos demonstraram que os citdmetros de fluxo independentemente da geracao, parecem
satisfazer as necessidades de um rapido método de rastreio, a fim de reduzir o nimero de amostras
cultivadas que exibem um crescimento nao significativo ou estéril. Apontando como melhor indicador a

contagem de bactérias (67,74-76,78,79).

Neste contexto, esta metodologia ao prever resultados culturais negativos, permite reduzir o volume de

culturas e os custos associados, a carga de trabalho, o tempo de espera e consequentemente melhorar a
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prestacao de cuidados (15,67). Song e colaboradores (2018), constataram uma reducao de cerca de 10%

no nimero de uroculturas, sem sacrificar culturas de urina positivas (66).

Por outro lado, os doentes com bactérias Gram positivo identificadas pelo Sysmex UF-4000 podem
beneficiar da exclusao de ITU por bacilos Gram negativo e de nao serem medicados empiricamente para
ITU classica. Em oposicao, perante tal resultado, a cultura de urina é recomendada, assim como a
antibioterapia visando bactérias Gram positivo. Desta forma, evitam-se tempos de espera

desnecessdrios e o uso excessivo ou desadequados de antibidticos (67).

Resultados discordantes podem, também, estar relacionados com uma alta densidade de outras células
presentes na amostras e que coram pelo método de Gram, como é o exemplo de leveduras que coram
positivamente, células epiteliais que coram negativamente (7) e outros tipos de elementos figurados
presentes que possam intreferir com aleitura do Gram por parte do equipamento, podendo assim justificar
a discordancia dos resultados pela presenca deste tipo de células. No estudo de Yang e colaboradores
(2021) (67), os lactobacillus foram considerados como contaminacao devido a recolha, transporte,
conservacao ou armazenamento inadequados. Também a maioria dos Streptococcus e Staphylococcus
coagulase negativo, foram sugeridos como contaminantes, representando aproximadamente 46% das

amostras com crescimento bacteriano (17).

6. Conclusao

Chegada ao fim desta etapa, posso afirmar que a realizacao deste estagio curricular foi a experiéncia mais
enriquecedora em todo 0 meu precurso académico. Tive o privilégio de contactar com uma equipa de
profissionais que me acolheu desde o inicio e que se assumiu sempre disponivel a ajudar-me e ensinar-
me. Durante os seis meses nem tudo foi perfeito, surgiram duividas, dificuldades e técnicas que naorealizei
com tanta facilidade, contudo foi um processo de adaptacao e aprendizagem que fui gerindo, tornando-
me uma melhor profissional. Sinto-me preparada para responder as exigéncias de um laboratdrio de
Analises Clinicas em futuras experiéncias profissionais. Considero que a realizacao deste estagio foi uma

mais valia na minha formagao académica, profissional e pessoal.

Em relagao ao estudo caso, foi possivel aplicar conhecimentos adquiridos ao longo do curso de Mestrado
em Andlises Clinicas e Saude Publica para o seu desenvolvimento. A partir dos resultados obtidos, e
atendendo ao caracter exploratdrio do estudo, é possivel afirmar que o equipamento Sysmex UF-4000
fornece resultados fidveis relativamente a positividade e ao tipo de bacteria presente nas amostras, uma
vez que 80% dos resultados foram concordantes entre as duas metodologias, e o valor de concordancia
demonstrar nao exitir discordancias significativas, apesar desta metodologia nao permitr ainda substituir

a metodologia gold standard. Neste momento, o aspeto de maior valia para o laboratério na utilizacao do
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Sysmez-UF4000, sera a triagem rapida de ITU negativas para diminuir o ndmero de uroculturas
realizadas desnecessariamente. A introducao desta metodologia permitira reduzir a carga de trabalho
manual e os custos associados, bem como melhorar a qualidade de atendimento ao paciente por fornecer
um resultado mais rapido, podendo evitar o uso inadequado de antibidticos. No caso das urinas sinalizadas
como positivas com identifacao do tipo de bactério, permitird ao clinico implementar a antibioterapia mais

precocemente.

Assim, o critério para discriminar urinas negativas para ITU devera ser estudado com valores de cut-off
de densidade bacteriana inferiores. Associar as densidades bacterianas <200pul e <100ul com outros
critérios disponibilizados pelo equipamento, como a capacidade descriminatdria de identificar o tipo
bacteriano, de inferir a presenca ou nao de bactérias, bem como com a concentracao leucocitaria seria
uma hipdtese a ser explorada. Tal como, determinar o desempenho e a concordancia do método
estratificado por niveis de colénias/ml e densidade bacteriana, e em funcao das varidveis espécie
bacteriana presente e sexo dos individuos, para perceber se tém impacto na nao concordancia de algumas

amostras entre os dois métodos, como realizado noutros estudos (14,15,17).
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Anexo

Tabela 6 - Resultados discordantes

RESULTADOS UROCULTURA RESULTADOS SYSMEX
AMOSTRA UFC/mL Gram Densidade Concentracao Gram Critérios
Urocultura bacteriana de leucdcitos
Sysmex Sysmex

1 <104 NR 158 uL 54uL Positivo Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl

2 <10* NR 128 uL 192uL Positivo Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl

3 <104 NR 103 uL 87uL Positivo Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl

4 <104 NR 1062 uL 50uL Positivo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl

5 <104 NR 385uL 358uL Positivo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl

6 <104 NR 1386 uL 98 uL Positivo Bactérias =200 pl e
Leucdcitos = 45pl

7 <104 NR 428 uL 8521uL Positivo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl

8 <104 NR 17506 uL 100 uL Negativo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl

9 <104 NR 937uL 79uL Positivo Bactérias =200 ple
Leucdcitos = 45pl

10 <104 NR 893 uL 266 uL Positivo/Negativo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl

n <104 NR 415uL 77uL Positivo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl

12 <104 NR 417 uL 2730uL Positivo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl

13 <104 NR 534uL 3uL Positivo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos < 45pl

14 <104 NR 257 uL 6uL Positivo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos < 45pl

15 <104 NR 439uL 25uL Positivo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos < 45pl

16 <104 NR 219 uL 8uL Positivo Bactérias =200 pl e
Leucdcitos < 45pl

17 <104 NR 312uL 37uL Positivo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos < 45pl

18 <104 NR 456 uL 24 uL Positivo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos < 45pl

19 <104 NR 316 uL 17uL Positivo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos < 45pl

20 <104 NR 273 uL 27uL Positivo Bactérias =200 pl e
Leucdcitos < 45pl

21 <104 NR 253uL 27uL Positivo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos < 45pl

22 <104 NR 252 uL 3uL Positivo Bactérias =200 pl e
Leucdcitos < 45pl

23 <104 NR 270uL 16uL Positivo Bactérias =200 ple
Leucdcitos < 45pl

24 <104 NR 467uL 8uL Positivo Bactérias =200 ple
Leucdcitos < 45pl

25 <104 NR 1080uL TuL Positivo Bactérias =200 ple
Leucdcitos < 45pl

26 <104 NR 230uL 19uL Positivo Bactérias =200 pl e
Leucdcitos < 45pl

27 <104 NR 352uL 3uL Positivo Bactérias =200 ple
Leucdcitos < 45pl

28 <104 Negativo 27uL TuL Sem classificagao Bactérias <200 ple

Leucdcitos <45 pl,
mas negativas para
ITU
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Tabela 6 - Resultados discordantes (Cont)

RESULTADOS UROCULTURA RESULTADOS SYSMEX
AMOSTRA UFC/mL Gram Densidade Concentracdo Gram Critérios
Urocultura bacteriana de leucdcitos
Sysmex Sysmex
29 <10* Negativo 29uL OuL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos <45 plmas
negativas paralTU
30 <10* Negativo 125uL 2ul Positivo Bactérias <200 ple
Leucdcitos <45
plmas negativas para
ITU
3 <10* Negativo 136uL 2ul Positivo Bactérias <200 ple
Leucdcitos <45 pl
mas negativas para
ITU
32 <104 Negativo N8 uL 2ul Positivo/Negativo Bactérias <200 ple
Leucdcitos <45 pl
mas negativas para
ITU
33 <104 Positivo 39uL 133uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl
34 <104 Positivo e 17uL 144 uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Negativo Leucdcitos = 45pl
35 <104 Positivo e 13uL 62uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Negativo Leucdcitos = 45pl
36 <104 Positivo 33uL 66uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl
37 <104 Positivo e 81uL 2062uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Negativo Leucdcitos = 45pl
38 <104 Negativo 6uL 3579uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl
39 <104 Positivo 26ul 197 uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl
40 <104 Negativo OuL 60uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl
41 <104 Positivo 37uL 205uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl
42 <104 Positivo 65ulL 336uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl
43 <104 Positivo 25uL 177uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl
44 <104 Negativo 2ul 168 uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl
45 <104 Positivo 74uL 3243uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl
46 <104 Positivo 65ulL 1062 uL Sem classificacao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl
47 <104 Positivo 2lul 60uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl
48 <104 Positivo 47uL 222ul Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl
49 <104 Positivo 73uL 94uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl
50 <104 Positivo 63uL 7350uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl
51 <104 Negativo 24 uL 1M0uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl
52 <104 Positivo 384 uL 4485 uL Negativo Bactérias =200 ple
Leucdcitos = 45pl
53 <104 Positivo 6757 uL 26ul Negativo Bactérias =200 ple
Leucdcitos < 45pl
54 <104 Positivo 12 uL 52uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl
55 <104 Positivo 95uL 77uL Sem classificagao Bactérias <200 ple

Leucdcitos = 45pl
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Tabela 6 - Resultados discordantes (Cont)

RESULTADOS UROCULTURA RESULTADOS SYSMEX
AMOSTRA UFC/mL Gram Densidade Concentracdo Gram Critérios
Urocultura bacteriana de leucdcitos
Sysmex Sysmex

56 <10* Positivo 23uL 72uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl

57 104-10° Negativo 23uL 60uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl

58 >10° Negativo 46uL 5461uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl

59 >10° Negativo 25uL 103 uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl

60 >10° Positivo 23uL 179 uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl

61 >10° Negativo 135uL 13069 uL Positivo Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl

62 >10% Negativo 88uL 97uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl

63 >10° Positivo 66uL 158 uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl

64 >10° Negativo 31uL 84uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl

65 >10° Negativo 63uL 7350uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl

66 >10° Negativo N8 uL 5TuL Positivo Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl

67 >10° Negativo 104 uL T4ul Positivo Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl

68 >10° Positivo 13722uL 193 uL Negativo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl

69 >10° Negativo 533uL 66uL Positivo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl

70 >10° Negativo 533uL 66uL Positivo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl

I >10° Negativo 5333uL 66uL Positivo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl

72 >10° Negativo N30uL 1215uL Positivo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl

73 >10° Positivo 16501uL 297uL Negativo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl

74 >10° Negativo 431uL 1M5uL Positivo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl

75 >10° Negativo 573 uL 259uL Positivo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl

76 >10° Positivo 1273 uL 211ul Negativo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl

7 >10° Positivo 696 uL 443 uL Sem Classificacao Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl

78 >10° Positivo M36ul 41670uL Positivo/Negativo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl

79 >10° Negativo 1277 uL 496 uL Positivo/Negativo Bactérias =200 ple
Leucdcitos = 45pl

80 >10° Negativo 42687 uL 174 uL Positivo Bactérias =200 ple
Leucdcitos = 45pl

81 >10° Positivo e 2443 uL 60uL Positivo Bactérias =200 ple
Negativo Leucdcitos = 45pl

82 >10° Positivo e 226Tul 73uL Negativo Bactérias =200 ple
Negativo Leucdcitos = 45pl

83 >10° Negativo 39682uL 12691uL Positivo/Negativo Bactérias =200 ple
Leucdcitos = 45pl

84 >10° Negativo 3784 uL 210uL Positivo/Negativo Bactérias =200 ple
Leucdcitos = 45pl

85 >10° Positivo e 433 uL 46uL Positivo Bactérias =200 ple
Negativo Leucdcitos = 45pl

86 >10° Negativo 62119 uL 14378 uL Positivo/Negativo Bactérias =200 ple
Leucdcitos = 45pl

87 >10° Negativo 424 uL 5591uL Positivo/Negativo Bactérias =200 ple

Leucdcitos = 45l
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Tabela 6 - Resultados discordantes (Cont)

RESULTADOS UROCULTURA RESULTADOS SYSMEX
AMOSTRA UFC/mL Gram Densidade Concentracdo Gram Critérios
Urocultura bacteriana de leucdcitos
Sysmex Sysmex
88 >10° Negativo 51400 uL 12uL Positivo/Negativo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl
89 >10% Positivo e 769 uL 13882 uL Positivo Bactérias 2200 ple
Negativo Leucdcitos = 45pl
90 >10° Negativo 61888 uL 6217 uL Positivo/Negativo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl
91 >10% Negativo 13712uL 495uL Positivo/Negativo Bactérias =200 pl e
Leucdcitos = 45pl
92 >10° Negativo 583uL 100 uL Positivo/Negativo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl
93 >10° Negativo 9851uL 544 uL Positivo/Negativo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl
94 >10° Negativo 545uL 403uL Positivo/Negativo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl
95 >10° Negativo 8696 uL 6745uL Positivo/Negativo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl
96 >10° Negativo 2179 uL 245uL Positivo/Negativo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl
97 >10° Negativo 5466 uL 313 uL Positivo/Negativo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl
98 >10° Negativo 65459 uL 4M9uL Positivo/Negativo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos = 45pl
99 >10° Negativo 315uL 2lul Positivo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos < 45pl
100 >10° Negativo 850uL 5uL Sem classificagao Bactérias 2200 ple
Leucdcitos < 45pl
101 >10° Positivo 348uL 30uL Sem classificagao Bactérias 2200 ple
Leucdcitos < 45pl
102 >10° Negativo 92227 uL Mul Positivo/Negativo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos < 45pl
103 >10° Negativo 221uL 5uL Positivo/Negativo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos < 45pl
104 >10° Positivo e 654 uL 23uL Positivo Bactérias 2200 ple
Negativo Leucdcitos < 45pl
105 >10° Negativo 30735uL 37uL Positivo/Negativo Bactérias 2200 ple
Leucdcitos < 45pl
106 >10° Negativo 42304 uL 42304 uL Positivo/Negativo Bactérias =200 pl
e Leucdcitos <45pl
107 >10° Negativo 10uL 398uL Sem classificagao Bactérias <200 ple
Leucdcitos = 45pl
108 >10° Negativo 30uL 1998 uL Sem classificagao Bactérias <200 ple

Leucdcitos = 45l

Legenda: NR- Nao realizado
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