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“Conhecimento ndo é aquilo que vocé sabe, mas o que vocé faz com aquilo que vocé sabe.”
(Aldous Huxley).
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RESUMO

Este Relatorio de Atividade Profissional tem como objetivo geral a obten¢do do Grau de Mestre
em Genética Molecular e Biomedicina, pela Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade
Nova de Lisboa.

E descrita a atividade curricular e profissional, enquanto Técnica Superior de Anélises Clinicas e
de Saude Publica, na Urgéncia da &rea do Servico Patologia Clinica do Hospital de Garcia de Orta.
O documento apresentado centra-se na pandemia COVID-19 e tem como objetivos especificos
explicitar a Técnica de RT-PCR, utilizada na seccao de Biologia Molecular e a sua ligagdo com
0 Laboratério de Urgéncia. Pretende-se também descrever as mdltiplas infe¢cdes por virus
respiratérios, bem como a importancia de um teste multiparamétrico para o diagnéstico
diferencial destes virus responséaveis por infe¢cdes no Homem, realgando a colaboracao do SPC
na intervencgéo clinica e por sua vez na Saude Publica.

Pretende-se no final deste relatério chegar a conclusdes que permitam a melhoria continua do
diagnéstico precoce, no sentido de prevencdo de agravamento do surto de COVID-19, nas

diferentes valéncias do Hospital Garcia de Orta em contexto de Emergéncia.

PALAVRAS-CHAVE: Técnica de Andlises Clinicas e de Salde Publica, Biologia Molecular,
COVID-19, RT-PCR.
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ABSTRACT

This Professional Activity Report aims to maintain the Master's Degree in Molecular Genetics and
Biomedicine, by the Faculty of Science and Technology of Universidade Nova Lisboa.

A description is made of a technical curricular and professional activity, as on area of Clinical
Pathology at Hospital de Garcia de Orta.

The document presented focuses on the COVID-19 pandemic and has as specific objectives to
explain the RT-PCR Technique, used in the Molecular Biology section and its connection with the
Emergency Laboratory. It is also intended to describe the multiple infections by respiratory
viruses, as well as the importance of a multiparametric test for the differential diagnosis of these
viruses responsible for infections in humans, highlighting the role of the Clinical Pathology Service
in aiding clinical intervention and, in turn, in the Public health. At the end of this report, it is
intended to reach conclusions that allow the continuous improvement of early diagnosis, in order
to prevent the worsening of the COVID-19 outbreak, in the different valences of the Hospital

Garcia de Orta in an Emergency context.

Keywords: Biomedical Laboratorial Scientist, Molecular Biology, COVID-19.
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INTRODUCAO

A Faculdade de Ciéncias e Tecnologia — FCT, da Universidade Nova de Lishoa — UNL
disponibiliza um programa especial para a obtencao do Grau de Mestre para quem é detentor de
uma licenciatura pré-Bolonha e tenha, pelo menos, 5 anos de experiéncia profissional. Assim, o
presente Relatério de Atividade Profissional visa a obtencao do Grau de Mestre em Genética
Molecular e Biomedicina de acordo com o estabelecido para licenciados pré-Bolonha que
disponham de escolaridade idéntica aos atuais mestres, carecendo apenas de satisfazer o
estipulado na alinea b), do nimero 1, do artigo 20.° do Dec. Lei n°74/2006 de 24 de mar¢o.
Este Relatério de Atividade profissional esta dividido em quatro Capitulos. O Capitulo I, centra-
se na formagdo académica obtida para o exercicio profissional, assim como na educacéo e
formagéo ao longo dos anos de trabalho como Técnica de Anélises Clinicas e de Saude Publica
(TACSP). Enquadra ainda a designacao profissional obtida e descreve o local onde trabalha.

No Capitulo Il descreve-se o objetivo deste Relatoério de Atividade Profissional, abordando temas
como a caracterizagdo e organizacao do Servico de Patologia Clinica do Hospital Garcia de Orta,
a importancia da fase pré-analitica, as técnicas do Laboratério de Biologia Molecular utilizadas
no Laboratério de Urgéncia e suas metodologias para o diagnéstico de virus respiratérios
responsaveis por infe¢cdes respiratérias no Homem. Pretende-se ainda alertar para a importancia
gue o diagnéstico rapido destas infecdes desempenha no controlo das mesmas, permitindo o
estabelecimento da terapia mais adequada para cada doente bem como a monitorizacdo das
terapias implementadas.

No Capitulo I, sdo apresentados e caracterizados os virus respiratérios SARS-CoV-2, Influenza
A, Influenza B e RSV, as suas caracteristicas, 0s sintomas, modos de transmisséo, prevencao e
tratamento, bem como as suas semelhancgas e diferencas.

No Capitulo IV apresenta-se o teste utilizado na detecdo dos virus respiratorios, Xpert® Xpress
CoV2/FIu/RSV plus da Cepheid, o seu Controlo da qualidade, os resultados obtidos, sua
interpretacao.

No final deste relatdrio apresentam-se as conclusdes deste trabalho de pesquisa, incluindo uma

analise critica reflexiva as mesmas.
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CAPITULO |

Neste capitulo encontram-se informag6es acerca da formacéao académica obtida para o exercicio
profissional, assim como a educacéo e formacgdo ao longo dos anos de trabalho como TACSP.

Enquadra ainda a designagéo profissional obtida e descreve o local onde trabalha.

1.1 Formacao Académica

No ano 2000 ingressou na Escola Superior de Saude Egas Moniz (ESSEM), onde frequentou o
Bacharelato de Analises Clinicas e de Saude Publica.
Durante o ultimo ano do Bacharelato, 2003, realizou o estagio de aprendizagem:
Hospital de Santa Maria:
e Bioquimica
e Colheitas de Produtos Bioldgicos
e Hematologia
¢ Imunologia
¢ Microbiologia
Hospital Fernando da Fonseca:
e Imuno-hemoterapia
Estuario do Sado:
¢ Analise de aguas e alimentos.
No ano de 2004 ingressou na mesma instituicdo para a Licenciatura pos-laboral, em Andlises

Clinicas e de Saude Publica.

1.2 Formacao ao longo da carreira profissional

Durante o percurso profissional, tem procurado constante atualizagcdo nas diferentes areas de

interesse através da participacdo em congressos e jornadas de Andlises Clinicas e de Saude



INFLUENZA A, B, RSV E SARS-COV-2, EM CONTEXTO DE URGENCIA DO SPC DO HGO 2022

Publica, bem como tem contribuido para a formagéo de novos colegas, monitorizando 0s seus
estagios.
De salientar algumas formagdes especificas:
e Curso de Parasitologia, no Instituto Superior de Ciéncias da Salde-Sul (2004);
e Curso de Formacédo Profissional em Sistema de Gestdo da Qualidade (ISSO
9001:2000), no SERGA — Servigos, Organizagédo e Informatica, LDA (2004);
e Curso de Boas Préaticas do Laboratério de Biologia Molecular, na RELACRE -
Associacao dos Laboratorios Acreditados de Portugal (2010)
e Aplicacdo de Técnica de PCR a Microbiologia, na RELACRE - Associacdo dos
Laboratérios Acreditados de Portugal (2010)
¢ Formacado Pedagdgica Inicial de Formadores, (CCP), pela PH+, Desenvolvimento
de Potencial Humano, LDA. (2020)

1.3 Experiéncia Profissional

Apos terminar o Bacharelato, em junho de 2004, iniciou fungdes no Laboratério de Analises
Clinicas Dr. Manuel Reymdo Pinto, S.A., onde colaborou cerca de 13 anos e teve a oportunidade
de adquirir uma experiéncia diversificada ao passar pelas diversas valéncias do Laboratério de
Analises Clinicas.

Comecou por efetuar colheitas de produtos biologicos, num posto de colheitas situado em
Almada.

Posteriormente integrou a seccdo de Bioquimica Clinica e Imunologia, como TACSP de 22
Classe, onde era responsével pela manutencgéo preventiva e funcionamento do Modular® PEE -
Roche Sistemas de Diagnésticos, Lda.

Nesta seccdo, desempenhava fun¢gdes desde a Avaliacdo do Controlo da qualidade Interno e
Externo (INSA, RIQAS e NEQAS), a validacéo de resultados clinicos e a Gestao de Stocks de
reagentes e consumiveis, bem como o seu aprovisionamento anual para a respetiva secgao.
Participou na implementacdo e manutencéo da estrutura e abrangéncia do sistema documental,
de acordo com a Politica e Objetivos do Sistema de Gestao da Qualidade - ISO 9001: 2008 (na
altura em vigor).

Participou na instalacéo e otimizacdo do Sistema Automatizado Pré-Analitico RSD Pro ROCHE®
e teve a oportunidade de inaugurar a sec¢éo de Biologia Molecular(BM) do laboratério, aquando
do aparecimento dos primeiros casos de Gripe A (HLN1). Nesse periodo, fez parte da integracédo
de novos colegas e participou na orientagao de estagios de Técnicos de Analises Clinicas e de Saude
Publica.

Em 2013, em virtude do encerramento do LAC Reymé&o Pinto, passou para outro laboratério do
mesmo grupo, LAC. LABABA, no Barreiro, onde integrou a equipa da Secdo de Hematologia,

tendo procedido a realizacdo de todas as analises executadas nessa area laboratorial, como
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Hemogramas, velocidade de sedimentagdo, grupos sanguineos, eletroforeses de hemoglobinas
e diversas provas de coagulacgéo.

Realizava também colheitas de produtos biolégicos, na Clinica Monserrate, na Charneca de
Caparica, em parceria com o grupo REYMAO LABS.

Em 2014, este grupo fundiu-se a AFFIDEA (antiga EUROMEDIC), onde realizou a triagem de
produtos bioldgicos e trabalhou com a CADEIA Siemens®, em toda a imunoquimica.

Em 2017 entrou para o Hospital Garcia de Orta em Almada, onde permanece até hoje. Ai
comecou por participar num rastreio de Pesquisa de Sangue Oculto nas fezes, realizado a
populagdo de Almada e Seixal, em conjunto com os Centros de Salde e Unidades de Saude
Familiar.

Neste momento faz parte da Equipa de Urgéncia do Laboratério do Servigo de Patologia Clinica
(SPC), onde realiza diversos parametros de Bioquimica, Imunologia, Hematologia, Microbiologia
e BM, onde séo realizadas analises de caracter urgente, para facilitar os clinicos na tomada de
decisdes 0 mais breve possivel, onde sdo executadas neste momento as pesquisas de SARS-
COV2, que permitem agilizar o isolamento de doentes infetados, dos restantes.

Em paralelo, mantém ainda atividade de colheitas dos diversos produtos biol6gicos na Clinica

de Santa Mafalda na Costa da Caparica.

1.4 Enquadramento Profissional

O Decreto-Lei n° 564/99 de 21 de Dezembro, dotava os TDT “de um estatuto que melhor
evidenciava o papel dos profissionais no sistema de saude, como agentes indispensaveis para
a melhoria da qualidade e eficacia da prestagao de cuidados de saude”, pode ler-se no Capitulo
I, Artigo 3°, alinea 2, “No desenvolvimento das suas fun¢des, os técnicos de diagndstico e
terapéutica atuam em conformidade com a indicagdo clinica, pré-diagnéstico, diagnéstico e
processo de investigacdo ou identificacdo, cabendo-lhes conceber, planear, organizar, aplicar e
avaliar o processo de trabalho no &mbito da respetiva profissédo, com o objetivo da promocéo da
saude, da prevencdo, do diagndstico, do tratamento, da reabilitacdo e da reinsercéo.”, ja o
Capitulo Il, Subcapitulo | — Profissdes e conteudo funcional -, Artigo 5° - Profiss6es que integram
a carreira -, ponto 1, alinea a), caracteriza a profisséo de técnico de andlises clinicas e de saude
publica como “desenvolvimento de atividades ao nivel da patologia clinica, imunologia,
hematologia clinica, genética e salude publica, através do estudo, aplicacdo e avaliacdo das
técnicas e métodos analiticos préprios, com fins de diagndstico e de rastreio”.

Segundo o D.L. n°110/2017 de 31 de agosto, os TDT passaram a ser designados como Técnicos
Superiores de Diagnéstico e Terapéutica — TSDT, constatando essa informacéo no capitulo Il
(regime da carreira), artigo 3° (exercicio profissional), ponto n® 3 “Integram a carreira de TSDT
os trabalhadores cujas fungdes correspondam a profissdes de salde que envolvam o exercicio
de atividades técnicas de diagnostico e terapéutica, designadamente relacionadas com as

ciéncias biomédicas laboratoriais, da imagem médica e da radioterapia, da fisiologia clinica e dos
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bio sinais, da terapia e reabilitacdo, da visdo, da audigdo, da saude oral, da farmacia, da
ortoprotesia, e da saude publica” (APTAC, 2014).

1.5 Contextualizagao

O HGO iniciou a sua atividade em setembro de 1991, em substituicdo do antigo Hospital da
Misericérdia de Almada/Hospital Distrital de Almada que, entretanto, deixara de conseguir dar
resposta a uma populacdo cada vez mais crescente da peninsula de Setubal e que assegurava
apenas cuidados hospitalares basicos.
Em 2003, como consequéncia do seu desenvolvimento e grau de diferenciacdo criado, foi
classificado como Hospital Central, o Gnico na margem Sul do Tejo.
O HGO serve atualmente uma populacdo de aproximadamente 350 mil habitantes dos concelhos
de Almada e Seixal, dispbe de uma lotacao de 545 camas, distribuidas por vérias especialidades
e Servicos de referéncia que apoiam regularmente outros hospitais, como a Pediatria,
Obstetricia, Cirurgia Vascular, Cardiologia, Hematologia, Endocrinologia, Medicina Nuclear,
Reumatologia, Ortopedia, Neurorradiologia, Nefrologia, entre outros. O HGO conta atualmente
com mais de 2900 funcionérios (Histéria Do HGO, 2020).
O Hospital tem como missé@o a prestacdo de cuidados de salde diferenciados a todos os
cidadaos no ambito das responsabilidades e capacidades, dando execuc¢éo as definicbes de
politica de salde a nivel nacional e regional, aos planos estratégicos e as decisfes
superiormente aprovadas. O Hospital, no cumprimento da sua misséo, assegura, a cada doente,
0s cuidados que correspondam as suas necessidades, de acordo com as melhores praticas
clinicas e, numa légica de governacao clinica, promove uma eficiente utilizacdo dos recursos
disponiveis, abrangendo as &reas de ensino, formacéo e investigacao, prevencao e continuidade
de cuidados, conforme o primado do doente.
A visdo do HGO é constituir-se como instituicdo de referéncia, consolidando as suas areas de
exceléncia e a prestacdo de cuidados de qualidade e em ambiente organizado, assegurando a
sustentabilidade e a acessibilidade, bem como, a satisfacdo de colaboradores e utentes
(Instituicdo Categoria - HGO, 2020).
No desenvolvimento da sua atividade, o Hospital e os seus colaboradores regem-se pelos
seguintes valores:

e Cultura de prestacao de servico publico;

e Colocacao do doente/utente no centro do universo da prestagéo dos cuidados de salde;

e Observancia de padrées de ética no exercicio da atividade hospitalar;

e Equidade no acesso e na prestacao dos cuidados de saude;

e Eficiéncia na utilizacdo dos recursos;

e Cultura de promogéo da qualidade e da exceléncia na gestéo clinica;

e Conservacao do patrimonio e prote¢cdo do meio ambiente (HGO, 2022).
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CAPITULO II

Neste capitulo é abordado o objetivo do relatério de atividade profissional, contextualizado na
Urgéncia do Servigo de Patologia Clinica do HGO, as diferentes fases do processo analitico, bem
como a caraterizacao dos agentes Influenza, Virus Sincicial Respiratorio (RSV) e Coronavirus e

importancia da sua detecéo e rapido diagnostico.

2.1 Objetivo do relatorio de atividade profissional

Neste relatério de atividade profissional, o objetivo principal € demonstrar como é feita a pesquisa
de Sindrome Respiratéria Aguda Grave — coronavirus 2(SARS-CoV-2) no HGO, mais em
concreto em contexto de Urgéncia. Para tal serd feita uma descricdo da organica do fluxo de
trabalho geral da sec¢éo, bem como a sua ligagdo com a BM. Sera feita uma analise critica sobre
0 processo adotado no servico de BM para a pesquisa de SARS-CoV-2 combinado com Influenza
A, B e RSV, enfatizando as vantagens e desvantagens do uso do sistema GeneXpert da Cepheid,

para agilizar as decisdes Urgentes.

2.2 Descricao do funcionamento da Urgéncia do SPC do
HGO

O SPC do HGO tem como misséao realizar exames complementares analiticos, vulgo andlises
clinicas, esta funcionalmente organizado em cinco grandes areas que correspondem a classica
divisdo de um SPC num Hospital com as carateristicas do HGO:
e Laboratorio de Bioquimica: inclui quimica clinica, imunoquimica, endocrinologia,
marcadores tumorais e alergologia.
e Laboratério de Hematologia: inclui hematologia geral, citomorfologia, heméstase e

fibrinélise e imunofenotipagem celular.
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e Laboratorio de Imunologia e Serologia: inclui imunologia quimica, serologia bacteriana e
viral.

e BM: cargas virais, MRSA, Virus Respiratérios entre outros.

e Laboratério de Bacteriologia: inclui microbiologia, micobacteriologia e micologia.

e Laboratorio de Urgéncia: Responde as solicitagbes de andlises com indicagcdo de
execucdo imediata e que estd integrado com parte do Lab. de Bioquimica e de

Hematologia num nucleo laboratorial denominado “LabCore” (HGO, 2022).

2.2.1 Laboratério de Urgéncia

O Laboratério de Urgéncia(LU), a semelhanc¢a dos restantes, tem o seu fluxo de trabalho divido
em 3 fases que se complementam para a obtencao de um bom resultado, fase pré-analitica, fase
analitica e fase poés-analitica, que estao ilustradas na figura II.1.

As amostras sao provenientes dos servigos de urgéncia — Urgéncia Geral, Urgéncia Pediatrica e
Urgéncia Obstétrica, Unidade Cuidados Intensivos (UCI), bem como das restantes enfermarias,

guando ha necessidade de resultados urgentes.

AS 3 FASES DO e

1. Para confirmar ou rejeitar diagndstico

2. Para obter pardmetros de acompanhamento
PROCESSO ANALITICO NS
s PREPARACAO DO PACIENTE
—— —. . 1. OrientagBes para o paciente, como tempo
- @~
“\\@_./-'/ de jejum, restrigbes alimentares, etc.
™. COLHEITA
@ ~———" 1. Seguir protocolo especifico da colheita

2. Garantir identificagdo do paciente e amestras
3. Encaminhar para o laboratério no tempe
adequado

TRANSPORTE

- .. 1. Acondicionamento correto das
© amostras em capsula ou mala térmica
2. Transporte até ao laboratdrio

~ PREPARAGAD
1. Triagem das amostras (verificar qualidade)
2. Centrifugagdo, aliquotagem e distribuigdo

Figura I.1 -As 3 fases do Processo Analitico - Adaptado de (BASQUES, 2021).
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2.2.1.1 Fase Pré-analitica

A norma, “International Organization for Standardization” (ISO) 15189 de 2012: Laboratérios
clinicos — requisitos particulares para a qualidade e competéncia, define que a fase pré-analitica
engloba os procedimentos iniciais do processo laboratorial, por ordem cronoldgica, desde a
requisicdo dos exames laboratoriais, preparacdo e identificacdo do doente, colheita da(s)
amostra(s) ao transporte para e dentro do laboratério (ISO 15189, 2012; Plebani, Sciacovelli,
Aita, & Chiozza, 2014). Na fase pré-analitica, os laboratérios devem ter estabelecidos critérios
de aceitacdo e rejeicdo aplicados a colheita e ao transporte das amostras. O método de
identificacdo das amostras deve ser claro e simples. O procedimento de colheita das amostras,
0 recipiente escolhido, a temperatura/duracéo/seguranca do transporte e da rececdo das
amostras no laboratorio devem ser monitorizados (Hawkins, 2012).

No HGO, a fase pré-analitica inicia-se com a prescricdo do exame por parte do médico, seguida
de colheita da amostra efetuada pelos Enfermeiros dos respetivos servicos.

Sao enviadas para o SPC através do besidréglio (no caso das colheitas de SARS-CoV-2, ndo se
usa devido ao risco de contaminag&o) ou entregues em mao pelas Assistentes Operacionais. As
amostras sdo recebidas pelos Assistentes Técnicos, juntamente com a prescricdo médica,
conferidas as identificagBes, inscritas no Sistema Informético e re-identificadas com etiquetas do
SPC (uma oportunidade de melhoria que esta a ser tratada para minimizar erros).

Sao posteriormente entregues pelas Assistentes Operacionais do SPC ao Laboratério de
Urgéncia, onde é efetuada a triagem dos produtos, para verificar se as colheitas estado
conformes.

E uma das fases com maior nimero de erros, quer a nivel de identificacdo, quer na execucéo da
colheita da amostra e que pode comprometer todas as seguintes fases.

Para uniformizar procedimentos de colheita, o SPC do HGO tem disponivel na intranet o Manual
de Colheitas, que pode ser consultado por qualquer profissional do HGO, onde constam as
normas de colheita, transporte e armazenamento, consoante a anélise desejada.

Em 2020, com o aparecimento de um novo virus - SARS-CoV-2, muitas foram as alteracbes
necessarias, como alias em toda a nossa vida, para responder as necessidades emergentes.
Sendo o Laboratério de Urgéncia, o Unico a laborar 24h, 365 dias, houve a necessidade de
articular a execucgéo da pesquisa de SARS-CoV-2 urgente com o Laboratério de BM.

Numa fase inicial, j era da responsabilidade do LU a execucado da pesquisa de Influenza A, B e

RSV, num teste combinado, que passou a incluir a pesquisa de SARS-CoV-2.

2.2.1.2 Fase Analitica

A norma ISO 15189 de 2012: Laboratérios clinicos — requisitos particulares para a qualidade e
competéncia, define a fase analitica como o conjunto de procedimentos que permitem determinar
um valor ou analisar as caracteristicas de uma amostra. Esta fase corresponde assim, a etapa
de realizacdo do exame laboratorial e pode ser monitorizada pelo CQI e pela participagdo em
programas de AEQ.
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Ambos sdo ferramentas utilizadas na pratica laboratorial para garantir que a execucao dos testes
cumpre 0s requisitos para a qualidade (ISO 15189, 2012; Plebani, et al., 2014; Vieira, Shitara,
Mendes & Sumita, 2011).
No Laboratério de BM do SPC do HGO, existem em funcionamento 3 equipamentos para
detecao de SARS-CoV-2.

- Equipamento M2000 e ALINITY da Abbott, que sdo analisadores moleculares
totalmente automatizados, mais especificos, que permitem o carregamento continuo de um
elevado nimero de amostras e realizam a preparacdo da amostra, montagem da Polimerase
Chain Reaction (PCR) de transcriptase reversa, amplificacdo, detecdo, calculo e relato dos
resultados e sao utilizados exclusivamente pelo Laboratério de Biologia Molecular (LBM).

- Equipamento GeneXpert da Cepheid, € um analisador que usa cartuchos individuais
para detecdo rapida, utilizado pelo Laboratorio de Urgéncia, por possuir um teste multiplex
Influenza A, B, RSV e SARS-CoV-2, que permite a tomada de decis6es mais céleres em caso

de Urgéncia, do qual irei falar mais pormenorizadamente.

2.2.1.3 Fase P6s-analitica

A fase poés-analitica abrange 0s processos que se seguem aos exames laboratoriais,
nomeadamente a revisdo dos resultados, retencdo e armazenamento do material clinico,
eliminagdo de amostras (e descartaveis), formatacéo, emisséo, transmisséo dos resultados aos
clinicos e arquivo dos resultados dos exames. Esta fase inclui ainda os processos de validagéo,
interpretacao dos resultados e decisfes clinicas perante o resultado reportado (Vieira, Shitara,
Mendes & Sumita, 2011; ISO 15189, 2012).

No caso especifico dos resultados de SARS-CoV-2, para além da validagéo biopatologica dos
resultados obtidos, ha também a necessidade de notificar os casos positivos e reportar 0s

resultados no sistema SINAVE.

2.2.2 Controlo da qualidade no Laboratério de Patologia Clinica
do HGO

Erros fazem parte da condicdo humana. No entanto, o Controlo da qualidade surge justamente
para diminuir a hipétese de ocorrerem falhas.

A Norma ISO 15189:2012 estabelece os requisitos gerais que um laboratério tem que cumprir
para que se reconhec¢a a sua competéncia para realizar ensaios e/ou calibra¢6es, incluindo a
amostragem. Esta norma acredita e demonstra objetiva e independentemente o compromisso
de um laboratério com a qualidade e com a competéncia técnica. Demonstra-se assim, uma
garantia sobre o funcionamento do laboratério, um controlo sobre 0os seus processos, bem como
a capacidade para satisfazer os requisitos técnicos necessarios para assegurar uma informacédo

vital para o diagnéstico clinico.
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A Patologia Clinica do HGO além do Controlo da qualidade Interno diario, participa na Avaliagédo

do Controlo da qualidade Externo.

2.2.2.1 Controlo da qualidade Interno (CQI)

Diariamente realiza-se o CQIl dos parametros efetuados nos equipamentos usando amostras
controlo (preparagBes comerciais de concentragdes conhecidas), para monitorizar o
desempenho dos métodos analiticos utilizados, detetar possiveis erros, quer por mau
funcionamento dos equipamentos, quer por ma utilizagao por parte do operador, ou mesmo por
condi¢cbes ambientais adversas, para garantir que os resultados entregues ao clinico séo o mais
préximo da realidade possivel (Pang, 2015).

Estas amostras de CQI sdo amostras com constituicdo o mais semelhante possivel a amostras
humanas de sangue, soro, plasma, etc., com valores normais e patolégicos conhecidos
(habitualmente utilizam-se 2 niveis) processadas tal e qual como uma amostra de um paciente,
num horério e frequéncia definidos pelo laboratério, geralmente sdo efetuados apoés as
manuten¢bes dos equipamentos, sempre que sdo mudados frascos de reagente no inicio e a
meio do dia de trabalho.

Os resultados sdo registados nos equipamentos em gréficos de Levey-Jennings, onde sdo
aplicadas regras de Westgard, (estas sé@o as ferramentas principais aplicadas a nivel mundial),
para avaliar a imprecisao e inexatidao dos resultados dos controlos utilizados e proceder a sua
validacdo, nomeadamente através da média, desvio padréo e coeficiente de variacdo (Vieira et
al., 2011).

Caso hajam divergéncias nos resultados dos controlos, cada laboratério devera ter definidas as
correcdes a fazer.

2.2.2.2 Controlo da qualidade Externo (CQE)

Dependendo da frequéncia, mensal, trimestral ou semestral, as amostras de CQE fazem parte
de programas de Controlo da qualidade, em que o laboratério se decide inscrever e séo enviadas
para serem processadas tal e qual como um utente, para que este seja comparado com 0s
diferentes laboratérios nacionais e internacionais, que utilizam os mesmos métodos e
equipamentos.
As amostras de CQE, sdo amostras com concentragfes desconhecidas para o laboratério que
as esta a processar, com o objetivo de avaliacdo de desempenho dos métodos utilizados e a
eficacia dos procedimentos de CQI (Sciacovelli et al., 2003).

O HGO participa em programas de CQE nacionais e internacionais, nomeadamente:

a. PNAEQ - INSA: Instituto Ricardo Jorge

b. UK NEQAS - United Kingdom National External Quality Assessment Service.

c. LABQUALITY
Os resultados das amostras sdo enviados pelo responséavel da qualidade, por e-mail, a entidade
do programa de Avaliagcdo Externo de Qualidade (AEQ) que ira realizar o tratamento estatistico
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dos resultados, analisa-los e interpreta-los, e reporta-los num relatério de avaliacdo dos
resultados a cada laboratdrio participante.

Estes resultados refletem o desempenho do laboratério, comparativamente com os restantes,
sendo o objetivo de medir o desvio do resultado em relacéo aos restantes para avaliar a exatidao
analitica e garantir que os seus resultados se aproximam o méximo possivel do valor real, dentro
de uma variabilidade analitica permitida.

Perante os resultados, caso haja necessidade, devem ser verificados os procedimentos.

12
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CAPITULO Il
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VIRUS RESPIRATORIOS

Entre as infecBes que afetam o Homem, as do trato respiratério sdo as mais frequentes, em
particular as de causa viral (Nolte, F.S., 2008).

Sao doencas muito comuns, que provocam desde simples constipacdes a pneumonias, tendem
a ter maior complicacdo em pessoas com 0 sistema imunoldgico debilitado, como os idosos, e
principalmente, em criangas (Kesson, 2007).

Entre os agentes virais responsaveis por infecées respiratérias no Homem destacam-se os
Adenovirus, Bocavirus, Coronavirus, Virus Influenza, Rhinovirus, Metapneumovirus, Virus
Parainfluenza e Virus Sincicial Respiratério (RSV) (Kesebir et al., 2006). Destes serdo objeto de

andlise nas seccdes seguintes os Virus Influenza, RSV e Coronavirus.

3.1 Virus Sincicial Respiratorio (RSV)

O virus sincicial respiratério humano (RSV) foi isolado pela primeira vez a partir de uma amostra
de exsudado faringeo de um chimpanzé com coriza, durante uma epizootia de doenga
respiratoria, numa colénia de chimpanzés, em 1956 (Blount RE, et al 1956) e foi posteriormente
recuperado de bebés com doenca severa do trato respiratorio inferior (Chanock R, et al 1957). E
um virus de RNA de sentido negativo, ndo segmentado que pertence a Familia Pneumoviridae,
género Orthopneumovirus. Os seus 10 genes codificam 11 proteinas, uma vez que a partir de
grelhas de leitura aberta sobrepostos na regido M2 do mRNA se produzem duas proteinas da
matriz distintas, a M2-1 e a M2-2. O involucro viral contém trés glicoproteinas transmembranares,
a G, a F e a SH, que medeiam os processos de reconhecimento celular com o hospedeiro e
posterior adesao e fusdo. O virus RSV contém outras cinco proteinas estruturais, representadas
na Fig.lll.1. Destas, a proteina M atua no empacotamento de novas particulas virais, enquanto
que as proteinas L (polimerase), N (nucleoproteina), P (fosfoproteina) compdem o complexo
ribonucleoprotéico (RNP), e juntamente com as proteinas da matriz M2-1 e M2-2 atuam no

processo de replicagéo e transcricdo do genoma viral (Kniped, DM, 2013).
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Figura lll.1 -Representacao do virus RSV (adaptado de https://pic-wabbit.blogspot.com/2021/06/rsv-
virus-structure.html, acedido em agosto 2022)

3.1.1 Sintomas de infecdo por RSV

Pessoas infetadas com RSV geralmente apresentam sintomas dentro de 4 a 6 dias apds serem
infetadas. Os sintomas da infe¢cdo por RSV geralmente incluem coriza nasal, diminuicdo do
apetite, tosse, espirros e febre (CDC, 2022).

O RSV pode causar infecdes respiratdrias superiores e inferiores (como bronquiolite e
pneumonia). Nas crian¢gas com menos de um ano de idade, o RSV é a causa mais importante
de bronquiolite (Straliotto et al., 2001).

Algumas pessoas com infe¢éo por RSV, especialmente idosos e bebés com menos de 6 meses
de idade, podem precisar de ser hospitalizadas se estiverem com dificuldade em respirar ou
estiverem desidratadas (CDC, 2022).

3.1.2 Transmissao de RSV

O RSV é transmitido por goticulas grandes e por secre¢des do contato com uma pessoa infetada.
O virus pode sobreviver em superficies ou objetos por cerca de 4 a 7 horas, sendo o periodo de
incubacéo entre a infec@o e o aparecimento dos sintomas cerca de 4 a 6 dias (Transmission of
RSV (Respiratory Syncytial Virus) | CDC, 2022).

Em climas temperados, 0 RSV ocorre como surtos anuais geralmente entre o final do outono e
inicio da primavera com duragéo de 3 a 4 meses (Hall CB, Simdes EA, Anderson LJ, 2013).
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3.1.3 Tratamento para RSV

O tratamento visa aliviar os sintomas, é utilizado oxigénio para aliviar as dificuldades
respiratérias e hidratacéo venosa.

Existia um medicamento antiviral licenciado em Portugal, para o tratamento da infecdo por RSV
a Ribavirina, que apenas era recomendado em criancas cujo sistema imunolégico estivesse

gravemente comprometido, mas foi suspenso (Tesini, 2021).

3.1.4 Prevencao da RSV

A transmissao do RSV pode ser reduzida através de praticas padrdo de controlo de infecdes,
como higiene respiratéria, lavagem das maos com agua morna e sabdo e limpeza de superficies.
Idealmente, pessoas com sintomas gripais devem evitar contato proximo com recém-nascidos,
e com pessoas com o sistema imunoldgico enfraquecido (GOV, 2022).

A Direcdo-Geral da Saude (DGS) emitiu um comunicado, a dar conta da suspensdo da
administracdo de Palivizumab, a vacina que era administrada em Portugal para prevenir a
infecdo pelo virus sincicial respiratorio em criangas de risco, devido a situagcdo atual

epidemioldgica ter diminuido (Freitas, 2022).

3.2 Virus Influenza

A gripe € uma infecao respiratéria aguda (IRA) causada por virus da familia Orthomyxoviridae,
dos quais fazem parte os virus Influenza, que séo do tipo RNA de cadeia simples (sentido
negativo) segmentado, que infetam as aves e uma grande variedade de mamiferos como o
homem,cavalos e porcos (Goldsby, R. A, 2000).

O virus Influenza A, foi isolado em 1933 por Wilson Smith e seus colaboradores, sendo que no
séc. XX foram registrados trés grandes pandemias de influenza: em 1918-19 (gripe espanhola),
1957-58 (gripe asiatica H2N2) e em 1967-68 (Hong-Kong H3N2). A pandemia de 1918-19 causou
grande impacto no mundo com uma estimativa de 50% da populacdo mundial infetada e cerca
de 30 milhdes de 6bitos, sendo conhecida como “Gripe Espanhola”, ou também como gripe
pneumoénica, que foi estirpe de uma gripe aviaria atipicamente severa e letal. Foi, entdo,
considerada como a mais mortifera das pandemias da Histéria da Humanidade, causada pelo
H1N1 do Influenza virus. Noventa e um anos depois da ocorréncia desta pandemia, ressurgem
no México, ao final do primeiro trimestre de 2009, casos de gripe associados a um novo subtipo
de influenza A HIN1 (de origem Suina), que se alastrou rapidamente para os EUA, Argentina e
Canada. A partir dai o virus alastrou para a Europa, Asia, Oceania, 0 nimero de vitimas mortais
aumentou, sendo considerada uma pandemia (Viviany et al., 2010).

Os subtipos de virus Influenza A que comummente infetam o Homem s&@o os HIN1, HIN2 e
H3N2, sendo que a variante HIN1 atingiu, como referido atras, caracteristicas pandémicas em
20009.

O virus Influenza possui uma enorme variabilidade genética que pode ocorrer por mutacfes
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pontuais durante a replicacdo do genoma ou por rearranjos entre segmentos de RNA de virus
de diferentes espécies animais, em especial de aves e suinos Pinhati, H.M.S., 2009), gerando
uma variante para a qual a populacdo ndo possui imunidade. Em virus de RNA as mutagfes
ocorrem com mais frequéncia, durante a replicacdo do genoma uma vez que a RNA polimerase
nao tem a funcédo de revisdo de prova e correcdo de erros, contrariamente ao que se verifica na
DNA polimerase (Oliveira, M.C., Menck, C.F.M., 2001).

Todos os virus influenza tém uma glicoproteina superficial importante, hemaglutinina (HA)
presente nos virus influenza A e B, e proteina de fusdo hemaglutinina-esterase (HE) nos virus
influenza C. As infe¢cdes causadas pelos virus influenza A e B continuam a ser uma das principais
fontes de mortalidade humana em todo o mundo (Wang et al., 2008). A figura Ill.2 representa

esquematicamente a estrutura dos virus influenza.

Tipos de Virus Influenza

Influenza A
H1-18
N1-N11

Influenza C
HE

M1 NEP

HA
Influenza B

Figura Ill.2 -- Esquema da estrutura do virus Influenza A, B e C (Francis et al., 2009).

3.2.1 Sintomas de Gripe por Influenza

A patogénese da infecdo humana pelo virus influenza compreende basicamente dois eventos:
a) dano celular primario ou citotéxico direto pela acéo viral, causando dano direto no epitélio
respiratorio; b) libertacao de citocinas e mediadores inflamatérios secundarios a infecéo viral. O
quadro clinico e de gravidade resultam da capacidade de resposta individual aos mecanismos
inflamatérios e a ativagdo de mecanismos de defesa citotdxicos por parte do hospedeiro. A lesdo
do epitélio do sistema respiratério facilita o aparecimento de outros tipos de infegao tais como as
causadas por bactérias, sendo variavel a resposta entre pessoas infetadas.

Os sintomas clinicos, incluem desde sintomas respiratorios leves a pneumonia e insuficiéncia

respiratéria em sua forma mais grave, como a sindrome do desconforto respiratério agudo
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(Tabela Ill.1). Os relatos da literatura demonstram mortalidade e complicagfes semelhantes as
gue ocorrem em pacientes com influenza sazonal: exacerbac¢éo de uma condicdo cronica de
base, sinusite, otite, bronquiolite, asma, pneumonia, miocardite, pericardite, encefalite,

convulsdes, insuficiéncia renal, ou sépsis (Viviany et al., 2010).

Tabela Ill.1 - Caracteristicas Clinicas da Gripe

e ASSINTOMATICA
e DOENCA NAO COMPLICADA
- Tosse de inicio subito
- Mialgias e artralgias
- Prostracéo e odinofagia
- Com ou sem febre
e DOENGCA GRAVE OU COMPLICADA*
- Pneumonia grave
- Sindrome respiratdria aguda grave (ARDS, Acute Respiratory Disease Syndrome)
- Sépsis

- Exacerbacéo de doenca crénica

* Doentes com maior risco — extremos da vida (criangas pequenas e idosos) e mulheres gravidas

(incluindo puérperas < 2 semanas).

3.2.2 Transmissao de Influenza

A transmissao de virus Influenza de uma pessoa a outra acontece pela inalagdo de goticulas de
secrecdo eliminadas através da tosse ou espirro, ou por meio do contato das maos com
superficies contaminadas e contato das méos contaminadas com o nariz ou a boca.

O periodo de incubacgéo varia de 1 a 7 dias, sendo em média 1 a 4 dias, e o periodo de
transmissdo comeca 24 horas antes do inicio dos sintomas e estende-se até 7 dias apos o inicio
dos mesmos. Sendo assim, uma pessoa pode transmitir o virus a outras pessoas antes de
desenvolver os sintomas da doenga. Em criancas o periodo de transmisséo € mais longo e pode

durar até 14 dias apo6s o inicio dos sintomas (Viviany et al., 2010).

3.2.3 Tratamento de Influenza

O tratamento de Influenza é essencialmente de alivio dos sintomas, embora possam ser
utilizados farmacos antiviricos, existem atualmente quatro aprovados pelo FDA e recomendados
pelo CDC: Amantadine, Rimantadine, Zanamivir e Oseltamivir (Flu Treatment | CDC, 2022).

Como estes farmacos tém apenas uma eficacia relativa, existem riscos crescentes de
resisténcias ao seu efeito. Devem, por isso, ser utilizados conforme andlise de risco/beneficio
necesséria a cada caso, face a situacéo clinica e epidemiolégica concreta do paciente. Para ser

eficaz, o tratamento devera ser iniciado nos dois primeiros dias apés o inicio dos sintomas.
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3.2.4 Prevencao de Influenza

O CDC recomenda uma vacina anual contra a gripe, para grupos de risco, como 0 primeiro e
mais importante passo na protecao contra virus da gripe.

Como acdo de prevencdo individual recomendam-se acdes preventivas para reduzir a
propagacédo da gripe (Tabela 1l11.2), tais como evitar contato proximo com pessoas doentes, se
estiver doente limitar o contato com outras pessoas 0 maximo possivel para evitar infeta-los,
cobrir o nariz e a boca com um tecido quando tosse ou espirra e lavagem das maos com agua e

sab&o ou uma solugdo a base de alcool (Preventive Steps | CDC, 2022) .

Tabela 1.2 - Medidas de Prevencéo da Gripe Sazonal

¢ Higienizagdo das méaos, distanciamento fisico, etiqueta respiratria e mascaras

e Vacinagdo da gripe (previne a doenca e reduz a sua gravidade) *

- Gravidas
- Criangas e bebés a partir dos 6 meses
- ldosos
- Individuos com patologias crénicas
- Profissionais de saude
¢ Se adisponibilidade da vacina for limitada, dar prioridade aos profissionais de

salde e aos idosos

* Vaccines against influenza (WHO, 2012).

3.3 Coronavirus

No fim de 2019 na cidade de Wuhan, provincia de Hubei na China, um surto de pneumonia de
etiologia indefinida foi relatado a Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Subsequentemente, um
novo coronavirus (nCoV) foi identificado. O coronavirus-2 da sindrome respiratdria aguda grave
(SARS-CoV-2), virus que causa a doenca COVID-19, é o mais novo membro do grupo
coronavirus (CoV) (Alberto et al., 2020).

No inicio de 2020, registaram-se varios surtos a nivel mundial provocados por infecdo pelo novo
coronavirus noutros paises além da China (Rodriguez-Morales et al., 2020). O rapido
agravamento da epidemia levou a que a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) declarasse
emergéncia de saude publica de ambito internacional (PHEIC), a 30 de janeiro de 2020 (WHO,
2020).

O rapido e continuo aumento do nimero de casos de infecdo por SARS-CoV-2 a nivel global
levou a que a OMS decretasse, a 11 de mar¢o de 2020, que a epidemia tinha atingido o nivel de
pandemia (WHO, 2020).
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Os coronavirus sdo encontrados numa variedade de animais e humanos. Estes virus contém
uma cadeia simples de RNA de sentido positivo. Os virGes sdo quase esféricos, com a
glicoproteina spike (S) no invélucro. As estruturas adicionais incluem o invélucro (E), a matriz
(M) e a proteina nucleocapside (N). A familia Coronaviridae inclui 4 géneros, alfa-, beta-, delta-
€ gammacoronavirus, bem como varios subgéneros e espécies.

A andlise filogenética do genoma dos coronavirus revelou que o SARS-CoV-2 € um nhovo
membro do género betacoronavirus, que inclui a Sindrome de Dificuldade Respiratéria Aguda
por coronavirus (SARS-CoV), Sindrome Respiratéria do Médio Oriente (MERS-CoV),
coronavirus SARS de morcegos (SARS Related Coronavirus), como também outros
identificados nos humanos e em diversas espécies animais. A transmissdo intra- e inter-espécie
de CoVs e eventos de recombinagéo genética contribuiram para a emergéncia de novas estirpes
de CoV (Kamps, B.S. Hoffmann, C., Catarina, J., Da, F.2020). A figura IIl.3 ilustra a
representacéo esquematica de particula viral e do genoma do b-Coronavirus.

Os coronavirus infetam principalmente o trato respiratério superior e o trato gastrointestinal.
Ocasionalmente séo associados & doenca pulmonar severa na populacao idosa, recém-nascidos
e imunocomprometidos (Dijkman & van der Hoek, 2009).

-« Invélucro (E)

...... Proteina da Nucleocapside (N)
""" Hemaglutinina-Esterase (HE)
« === Membrana (M)

N

W IR
] uE ddm o w

Figura I11.3-- Representagdo esquemética da particula viral e do genoma do b-Coronavirus. A: particula
viral; B: genoma viral (Jin Y, et al. 2020); adaptado.

3.3.1 Sintomas de COVID-19

Os quadros clinicos de infecdo pelo virus SARS-CoV-2 podem ser muito distintos, na medida em
que, em muitos dos casos 0s portadores permanecem assintomaticos, enquanto que, nas
situagfes mais graves, a infecdo pode traduzir-se na faléncia de miltiplos 6rgaos e choque
séptico (Hassan et al., 2020). Contudo, nos portadores sintomaticos, as manifestacdes clinicas
descritas inicialmente como sendo as mais comuns foram febre, tosse ndo produtiva e astenia
(Wang et al., 2020).

20



INFLUENZA A, B, RSV E SARS-COV-2, EM CONTEXTO DE URGENCIA DO SPC DO HGO 2022

Tabela Ill.3 -Caracteristicas Clinicas da COVID-19

e ASSINTOMATICA
e DOENCA NAO COMPLICADA
- Febre ou calafrios
- Tosse
- Falta de ar ou dificuldade para respirar
- Fadiga
- Dores musculares ou corporais
- Dor de cabeca
- Perda de paladar ou olfato
- Dor de garganta
- Congestionamento ou coriza nasal
- Nauseas ou vomitos
- Diarreia
e DOENCA GRAVE OU COMPLICADA
- Pneumonia grave
- Sindrome respiratoria aguda grave (ARDS, Acute Respiratory Disease Syndrome)

- Dispneia E hipoxia

3.3.2 Transmissao de SARS-CoV-2

A transmissdo de SARS-CoV-2 de pessoa para pessoa é considerada a principal forma de
contagio do SARS-CoV-2, podendo esta ocorrer pelo contacto fisico, assim como por via aérea
através de aerossois ou goticulas respiratérias disseminadas da boca ou nariz de uma pessoa
infetada quando tosse, espirra ou fala, que entram em contato direto com os olhos, nariz ou boca
de outra pessoa.

O virus também se pode espalhar e transmitir em ambientes interiores mal ventilados e/ou
lotados, onde as pessoas tendem a passar periodos mais longos de tempo.

Além disto, as pessoas também se podem infetar ao tocar nos seus olhos, nariz ou boca depois

de tocar em superficies ou objetos que foram contaminados pelo virus (WHO,2020).

3.3.3 Tratamento de COVID-19

N&o existe um tratamento especifico para a COVID-19. Geralmente, o tratamento é feito com
Paracetamol ou um medicamento anti-inflamatério ndo esteroide (AINE), como Ibuprofeno, para
aliviar a febre e dores musculares. No entanto, algumas pessoas ficam tdo gravemente doentes

que precisam ser tratadas com ventilagdo mecénica para auxiliar a respiracao.
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O remdesivir intravenoso € aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento
do COVID-19 em pacientes de alto-risco, adultos e pacientes pediatricos com idade = 28 dias e
pesando 23 kg (NHI, 2022).

3.3.4 Prevencao de SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 é, facilmente, transmissivel por infetados sintomaticos e assintomaticos, e
propaga-se em ambiente de ajuntamentos de massa e de contatos proximos.

As condicbes ambientais desempenham, também, um papel fundamental, sendo de risco
elevado em locais fechados e lotados, onde as pessoas falam, gritam ou cantam, devido a
libertacdo elevada e difusédo de pequenas particulas, como os aerossois, onde uma simples ou
multiplas infe¢cdes podem resultar em surtos (Antunes, 2021).

Os esquemas vacinais contra a COVID-19 tém sofrido alteracdes ao longo do tempo, e variam
consoante a vacina, heste momento sdo, as recomendac¢des do Direcdo Geral de Saude(DGS)
sdo as seguintes, dependendo da histéria de infecdo por SARS-CoV-2, da vacina e das
especificidades de cada uma, normalmente sdo administradas 2 doses da vacina com intervalo
de 21 a 28 dias, sendo o refor¢co administrado passados 4 a 6 meses. Atualmente, na campanha
de vacinagéo contra a COVID-19 de outono-inverno 2022-23 esta recomendada uma dose de
reforco sazonal com vacinas de mRNA para os seguintes grupos elegiveis: profissionais e
residentes em lares, pessoas com = 60 anos de idade, pessoas com 18-59 anos e 12-17 anos

com doencas de risco e profissionais dos servigos de saude (DGS, 2022).

Tabela Ill.4 -Medidas de mitigacdo de transmissao aérea de SARS-CoV-2 (WHO, 2020).

e Higienizacdo das méaos

e Distanciamento fisico

¢ Etiqueta respiratodria e utilizacdo de mascaras

e Evitar multidées (> 5-10 pessoas)

e Evitar lugares lotados e fechados

e Vacinagédo completa

* Se adisponibilidade da vacina for limitada, dar prioridade aos profissionais de
salde e aos idosos

e Sentindo algum tipo de sintoma deve testar-se e sendo positivo, , isolar-se em

casa até recuperar
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CAPITULO IV
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DETECAO DE VIRUS PELA TECNICA DE PCR

Os virus SARS-CoV-2, Influenza e o RSV provocam muitas vezes sintomas clinicos
semelhantes, dificultando a diferenciagéo entre as infe¢bes (Solomon, D. A et al. 2020). Desta
forma, diagnostico de doenca respiratoria esta alicergado na clinica do paciente, nos exames de
imagem e no diagndstico laboratorial.

No Laboratério de Patologia Clinica do HGO, para detecao dos virus respiratérios em pacientes
com suspeita de Gripe ou COVID-19, em contexto de Urgéncia, sdo utilizadas técnicas de BM.
O recurso a ensaios que produzem resultados rapidos (neste caso aproximadamente 25 minutos)
para identificar os pacientes infetados por estes virus sao um fator importante para o controlo
eficaz, a escolha adequada do tratamento, o isolamento dos pacientes para a prevencdo de
surtos generalizados.

O teste Xpert® Xpress CoV2/FIu/RSV plus da Cepheid (fig. 7), € um teste de diagndstico in vitro
automatizado, de RT-PCR multiplex em tempo real, destinado a dete¢cdo qualitativa e
diferenciacdo simultdneas de RNA dos virus SARS-CoV-2, Influenza A, Influenza B e/ou virus
sincicial respiratério (RSV) em amostras nasofaringeas ou nasais anteriores obtidas por
zaragatoa e/ou de lavado/aspirado nasal colhidas e colocadas num tubo para transporte

contendo 3 ml de meio de transporte viral ou 3 ml de soro fisiolégico.

Xpert® Xpress CoV-2/FIWVRSV plus

A

e

§ AN L B

- ‘aﬁ:;’lﬁ
L

B e

12
an

]

0303456789012345

"

Zcepheid

Figura IV.1 -Cartucho Xpert®) Xpress CoV-
2/FIu/RSV plus (Cepheid 2022)

4.1 Colheita para SARS-CoV-2, Influenza A, B e RSV

Para o diagnéstico laboratorial estd indicada a colheita de produtos bioldgicos do trato
respiratério (superior e/ou inferior, de acordo com o contexto clinico) (ORIENTACAO DGS -
Covid-19: Diagndstico Laboratorial- Nimero 015/2020).
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Trato respiratorio superior: Exsudado da nasofaringe (fig. 11.2) e exsudado da orofaringe (fig. 11.3)
colhido com zaragatoa em meio de transporte para virus. Os dois produtos biolégicos colhidos
com zaragatoa devem ser colocados no mesmo tubo contendo meio de transporte para virus (2-

3 ml) ou soro fisiolégico.

Figura IV.2 - Exsudado Nasofaringeo

Deve dar-se prioridade a colheita do exsudado da nasofaringe (ou aspirado nasofaringeo ou
lavado nasal) quando néo for possivel a colheita dos dois exsudados.
Em idade pediatrica deve colher-se um exsudado da nasofaringe (sendo por vezes mais facil,

nestas idades, a colheita de aspirado ou lavado nasal) e uma colheita de exsudado da orofaringe

i J |

/7
Figura IV.3 - Exsudado Orofaringeo

Trato respiratorio inferior: aspirado endotraqueal ou lavado bronco-alveolar, em doentes com
doenca respiratéria grave, sob ventilagdo mecanica invasiva, ou pode ser colhida expetoracéo
se houver tosse produtiva (procedimento efetuado apenas pelos médicos).

A amostra deve ser conservada a temperatura ambiente, até o seu processamento, caso 0

periodo seja superior a 12h, deve ser conservada a 2-8°C.
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4.2 Principio do Procedimento

Os GeneXpert Instrument Systems automatizam e integram a preparacdo de amostras, a
extracdo e amplificagdo de &cidos nucleicos e a detecdo das sequéncias-alvo em amostras
simples ou complexas, utilizando ensaios de PCR em tempo real e RTg-PCR. Os sistemas séo
constituidos por um instrumento, um computador e software pré-carregado para execucéo de

testes e visualiza¢éo dos resultados (fig. 1V.2).

Figura IV.4 -Equipamento GeneXpert do SPC do HGO

Os sistemas requerem a utilizacéo de cartuchos descartaveis (fig.IV.1) de utilizacdo Gnica que
contém os reagentes para RTq-PCR e onde decorre o processo de RTg-PCR. Dado que os
cartuchos sao independentes, o risco de contaminagéo cruzada entre as amostras é minimizado.
Os primers e as sondas do teste foram concebidos para amplificar e detetar sequéncias Unicas
em genes da proteina da nucleocapside (N) e do invélucro (E), e RNA polimerase dependente
de RNA (RdRP) do genoma do virus SARS-CoV-2, na matriz (M) do virus da gripe A, na
polimerase basica (PB2) do virus da gripe A, na proteina &cida (PA) do virus da gripe A, na matriz
(M) do virus da gripe B, na proteina ndo estrutural (NS) do virus da gripe B e na proteina da

nucleocapisde do virus respiratorio sincicial A e do virus respiratério sincicial B.

4.3 Procedimento de execucao teste Xpert Xpress CoV-
2/FIU/RSV plus

A amostra nasofaringea e nasal anterior obtida por zaragatoa nasal ou por lavado/aspirado nasal
€ colhida e colocada num tubo para transporte contendo 3 ml de meio de transporte viral ou 3 ml

de soro fisioldgico. (Fig.IV.3), a amostra é rapidamente homogeneizada, por inversédo do tubo de

colheita 5 vezes.

26



INFLUENZA A, B, RSV E SARS-COV-2, EM CONTEXTO DE URGENCIA DO SPC DO HGO 2022

Figura IV.5 -Zaragatoa com meio transporte para
virus

Utilizando a pipeta de transferéncia que vem no kit, (fig.IV.4) transferem-se 300uL da amostra
para a cAmara de amostras do cartucho Xpert Xpress CoV-2/FIu/RSV plus. Fig. IV.5

Coloca-se o cartucho na plataforma do sistema do instrumento GeneXpert, que realiza o
processamento da amostra automatico, sem interven¢do manual, e RT-PCR em tempo real para
detecdo de RNA viral (Cepheid, 2021).

. @ Miamero Descrigdo
1 Apertar aqui
2 Pipeta
3 Bolbo de reservatdrio de
@ | @, extravasamento
WA
4 Amostra

Camara de amostra

(grande abertura)
Figura IV.6 -- Pipeta de transferéncia de Amostra Figura IV.7 - Camara de amostra do cartuxo

4.4 Controlo da qualidade

Controlos internos

No cartucho do teste Xpert Xpress CoV-2/FIu/RSV plus além dos reagentes para a detecdo de
RNA dos virus também esta incluido um controlo de processamento da amostra (Sample
Processing Control, SPC) e um controlo de verificacdo da sonda (Probe Check Control, PCC).
O SPC esta presente para controlar o processamento adequado da amostra e para monitorizar
a presenca de potencial (is) inibidor(es) na reacédo de RT-PCR. O SPC também garante que as
condicbes da reacdo RT-PCR (temperatura e tempo) sdo adequadas para a reacdo de
amplificacé@o e que os reagentes de RT-PCR sé&o funcionais.

O PCC verifica a reidratagéo dos reagentes, o enchimento do tubo de PCR e confirma que todos
0s componentes da reacdo estdo presentes no cartucho, incluindo a monitorizacdo da

integridade da sonda e da estabilidade dos corantes.
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Controlos externos

O Laboratério de BM do HGO, participa em programas de Controlo da qualidade Externo do
Instituto Nacional de Salde Doutor Ricardo Jorge (INSA) para detecéo molecular de SARS-CoV-
2.

Este programa contempla o envio de 5 amostras controlo ao longo de um ano, que séo
processadas tal e qual uma amostra de um paciente, para permitir avaliar toda a técnica, bem
como o proprio teste Xpert Xpress CoV-2/FIu/RSV plus e compara-lo com outros laboratérios a

nivel Nacional, que utilizam o mesmo equipamento e o mesmo cartucho.

4.5 Interpretacao de Resultados

Os resultados séo apresentados automaticamente pelo sistema GeneXpert com base na dete¢céo
dos respetivos genes alvo, de acordo com os algoritmos.

Os resultados possiveis estdo descritos no Tabela IV.5.

Tabela IV.5 — Resultados e interpretacdo possiveis de Xpress SARS-CoV-2_Flu_RSV plus

RESULTADO INTERPRETACAO
O RNA alvo do SARS-CoV-2 é detetado.
o A amplificacdo do cDNA do SARS-CoV-2 tem um Ct (limiar de ciclo) dentro do

SARS-CoV-2 intervalo valido e um paradmetro de avaliacdo acima do valor minimo definido.
POSITIVO e SPC: NA (ndo aplicavel); o SPC é ignorado porque ocorreu amplificagdo do
alvo SARS-CoV-2.

e Verificagdo da sonda: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagdo

da sonda s&o aprovados

E detetado RNA alvo do virus da gripe A.

e A amplificacdo da sequéncia alvo do RNA do virus da gripe Al ou gripe A2 ou
de ambos os RNA-alvo tém um Ct (limiar de ciclo) dentro do intervalo valido e
Elu A POSITIVO um parametro de avaliag&o acima do limiar definido.

o SPC: NA; o SPC ¢ ignorado porque ocorreu amplificagdo do alvo do virus da
gripe A.

o Verificacdo da sonda: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagdo
da sonda sé&o aprovados

E detetado RNA alvo do virus da gripe B.

e A amplificacdo da sequéncia alvo do RNA do virus da gripe B tem um Ct (limiar
Flu B POSITIVO de ciclo) dentro do intervalo valido e um parametro de avaliagio acima do valor
minimo definido.

o SPC: NA; o SPC é ignorado porque ocorreu amplificagao do alvo virus da gripe
B.

e Verificagdo da sonda: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagéo

da sonda s&o aprovados
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RSV POSITIVO

O RNA alvo do virus respiratdrio sincicial € detetado.

e A Amplificacdo da sequéncia alvo do RNA do virus respiratério sincicial tem
um Ct (limiar de ciclo) dentro do intervalo valido e um paradmetro de avaliagdo
acima do valor minimo definido.

e SPC: NA; o SPC ¢ ignorado porque ocorreu amplificagdo do alvo virus
respiratério sincicial.

e Verificagdo da sonda: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagdo

da sonda s&o aprovados

SARS-CoV-2 NEG

Nao é detetado RNA alvo do virus SARS-CoV-2; ndo é detetado RNA alvo do
virus da gripe A; ndo é detetado RNA alvo do virus da gripe B; ndo é detetado

RNA alvo do virus respiratdrio sincicial.

Flu A NEG e Os RNA-alvo do virus SARS-CoV-2, Gripe A, Gripe B e virus respiratério
Flu B NEG sincicial ndo s&o detetados.
RSV NEG e SPC: APROVADO (PASS); o SPC tem um Ct (limiar de ciclo) dentro do
intervalo valido e um ponto final acima do valor minimo
e Verificagdo da sonda: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagéo
da sonda séo aprovados
O SPC ndo cumpre os critérios de aceitacdo e nenhum dos alvos sdo detetados.
Repita o teste de acordo com o procedimento de repeti¢éo.
e SPC: FALHOU (FAIL); o SPC e os numeros de copias de cDNA de SARS-
INVALIDO CoV-2, do virus da gripe A, gripe B e virus respiratério sincicial ttm um Ct (limiar
de ciclo) fora do intervalo valido e um parametro de avaliacdo abaixo do valor
minimo definido.
e Verificagdo da sonda: APROVADO (PASS); todos os resultados de verificagdo
da sonda s&o aprovados
N&o é possivel determinar a presenca ou auséncia de RNA de SARS-CoV-2,
gripe A, gripe B e virus respiratorio sincicial.
Repita o teste de acordo com o Procedimento de repeti¢cdo do teste.
o SARS-CoV-2: SEM RESULTADO (NO RESULT)
o Gripe A: SEM RESULTADO (NO RESULT)
ERRO e Gripe B: SEM RESULTADO (NO RESULT)
¢ VIRUS RESPIRATORIO SINCICIAL: SEM RESULTADO (NO RESULT)
e SPC: SEM RESULTADO (NO RESULT)
e Verificagdo da sonda: FALHOU (FAIL) 1; um ou todos os resultados de
verificagcdo da sonda falharam
*Se a verificagdo da sonda for aprovada, o erro foi causado porque o limite
maximo da pressdo excedeu o intervalo aceitavel, ndo foi adicionada amostra
ou houve falha de um componente do sistema.
N&o é possivel determinar a presenca ou auséncia de RNA de SARS-CoV-2,
SEM gripe A, gripe B e virus respiratério sincicial. Repita o teste de acordo com o
RESULTADO procedimento de repeticao.

SEM RESULTADO (NO RESULT) indica que foram colhidos dados

insuficientes. Por exemplo, o utilizador parou um teste que estava a decorrer.

29




INFLUENZA A, B, RSV E SARS-COV-2, EM CONTEXTO DE URGENCIA DO SPC DO HGO 2022

o SARS-CoV-2: SEM RESULTADO (NO RESULT)

SEM e Gripe A: SEM RESULTADO (NO RESULT)

RESULTADO e Gripe B: SEM RESULTADO (NO RESULT)

e VIRUS RESPIRATORIO SINCICIAL: SEM RESULTADO (NO RESULT)
e SPC: SEM RESULTADO (NO RESULT)

e Verificagdo da sonda: NA

(Adaptado da bula Ref: 302-7085-PT, Rev. A outubro)

(cont.)

4.6 Resultados e Discussao

Caracterizacao da Populacao

A populagéo do estudo séo os doentes emergentes, sintomaticos e assintomaticos para infe¢éo respiratoria,
gue entram no Servigo de Urgéncia do Hospital Garcia de Orta, ou que estando j& internados, devido a
gravidade do seu estado, necessitam de intervengdo médica o mais célere possivel, sendo urgente o clinico
ter o resultado da analise dos virus respiratdrios para poder manipular em seguranca e se necessario isolar
o doente, a fim de evitar surtos nas diferentes areas do hospital.

Neste estudo foram considerados todos os doentes urgentes, com pedido de pesquisa de virus
respiratérios, no periodo de pico de sindrome gripal e infe¢cbes respiratérias de novembro de 2021 a maio
de 2022, foram analisadas 1407 amostras, 644 (46%) do género feminino e 763 (54%) do género masculino

Figura 1V.8, com idade média de 62 anos, 5% com idade inferior a 14 anos e 57% de idade superior a 65

anos.
Distribuicéo por Género
Feminimos
46%
Masculinos
54%
= Masculinos = Feminimos
Figura IV. 8 - Distribuicéo dos pedidos por género
Resultados

Utilizaram-se como jé foi referido, os testes multiplex que detetam simultaneamente SARS-CoV-

2, Influenza A e B e RSV, os resultados recolhidos estdo expressos no Tabela 1V.6.
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Tabela IV.6 -- Resultados Xpress SARS-CoV-2_Flu_RSV plus obtidos de 01 de novembro de 2021 a 31 de
maio de 2022. Leia-se como Flu A — Influenza A; Flu B- Influenza B

RESULTADOS DE 01/NOV/2021 A 31/MAI/2022 N° RESULTADOS DE TESTE
INVALIDOS 2
SARS-CoV-2 NEG; Flu A NEG; Flu B NEG; RSV NEG 1179
SARS-CoV-2 NEG; Flu A NEG; Flu B NEG; RSV POS 17
SARS-CoV-2 NEG; Flu A NEG; Flu B POS ; RSV NEG 1
SARS-CoV-2 NEG; Flu A POS; Flu B NEG ; RSV NEG 11
SARS-CoV-2 POS; Flu A NEG; Flu B NEG ; RSV NEG 190
SARS-CoV-2 POS; Flu A NEG; Flu B NEG ; RSV POS 2
SARS-CoV-2 POS; Flu A POS; Flu B NEG ; RSV NEG 5

TOTAL: 1407

Os resultados mostram que 1179 (83,80%) dos casos sdo negativos para os 4 virus, 190
(13,50%) de resultados positivos apenas para SARS-CoV-2 positivo e 0s restantes negativos,
em segundo lugar vem 0 RSV com 17 (1,20%) de positivos e os restantes negativos, 11 (0,78%)
de Influenza A positivos e restantes negativo, apenas se registou 1 (0,07%) de Influenza B
positivo e restantes negativos.

Concomitantemente, SARS-CoV-2 e Influenza A, foram registados 5 (0,36%) resultados
positivos e SARS-CoV-2 e RSV, 2 (0,14%) resultados positivos.

Observaram-se ainda dois resultados invalidos, que foram repetidos com nova amostra e estao
integrados nos restantes resultados (Ver Figura IV.9).

RESULTADOS MULTIPLEX DE 01/NOV/2021 A 31/MAI/2022

SARS-COV-2 POS; FLU A POS; FLU B NEG ;...| 5
SARS-COV-2 POS; FLU A NEG; FLU B NEG ;...| 2
SARS-COV-2 POS; FLU A NEG; FLU B NEG ;... 1600
SARS-COV-2 NEG; FLU A POS; FLU B NEG ;...| 11
SARS-COV-2 NEG; FLU A NEG; FLU B POS;...| 1
SARS-COV-2 NEG; FLU A NEG; FLU B NEG;...| 17

SARS-COV-2 NEG; FLU A NEG; FLU B NEG;... NN iian

INVALIDOS | 2 ‘ ‘
|

Combinacg6es de resultados

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Numero de amostras

Figura IV.9 - Resultados Xpress SARS-CoV-2_Flu_RSV plus obtidos de 01 de novembro de 2021 a 31
de maio de 2022.
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No periodo do estudo foram detetadas um total de 198 (14,05%) amostras positivas para SARS-
CoV-2 e 1209 (85,81%) negativas, tal como mostrado na figura 1V.10.

Contagem de SARS-CoV-2

POSITIVO INVALIDO

14,05% \ [ 0,14%

m INVALIDO
m NEGATIVO N%SABI(% ©
m POSITIVO

Figura IV.10 — Resultados de testagem para SARS-CoV-2 no periodo
01 de novembro de 2021 a 31 de maio de 2022 no servi¢co de BM do
HGO.

No periodo do estudo foram detetadas um total de 19 (1,35%) amostras positivas para RSV e
1338 (98,51%) negativas, um total de 16 (1,14%) amostras positivas para Influenza A e 1391
(98,72%) negativas e um total de 1 (0,07%) amostras positivas para Influenza B e 1406 (99,79%)
negativas (Fig. IV.11).

Contagem de RSV Contagem de Contagem de
INFLUENZA A INFLUENZA B
POSITIVO INVALIDO POSITIVO INVALIDO POSITIVO INVALIDO
1,35% ‘\ /- 0,14% 1,14% 0,14% 0,07% 0,14%

NEGATIVO \ NEGATIVO L NEGATIVO
98,51% ) 98.72% 99,79%
® INVALIDO ’
A B m NEGATIVO
 POSITIVO ¢

Figura IV.11 - Resultados de testagem para RSV (representado pela letra a), Influenza A (representado
pela letra B) e Influenza B (representado pela letra C), no periodo 01 de novembro de 2021 a 31 de maio
de 2022 no servico de BM do HGO.
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Dos resultados obtidos, podemos observar uma maior prevaléncia de SARS-CoV-2 na populacdo
com idade superior a 65 anos, com 46,5% de resultados positivos, contra 44,9% na populacéo
com idade compreendida 15-64 anos e apenas 8,6% de resultados positivos paras as criancas
com menos de 14 anos.

Em relacéo ao Influenza A, ha uma maior prevaléncia de casos positivos no grupo etario dos 15
aos 64 anos que corresponde a 56%, sendo os restantes 31,3% de positivos observado no grupo
etario dos individuos com idade superior aos 65 anos e apenas 12,7% de resultados positivos
para os individuos até aos 14 anos.

Observa-se apenas 1 caso positivo de Influenza B, num individuo pertencente ao grupo etario
dos 45 aos 64 anos.

Para o RSV temos uma maior prevaléncia de resultados positivos nos individuos com idade
inferior a 14 anos, correspondente a 52,6% dos casos, 26,3% de casos positivos nos individuos
com mais de 80 anos e os restantes 21,1% na faixa etaria dos 15 aos 64 anos, como se pode

observar no Figura IV.12.

TOTAL POSITIVOS POR GRUPOS ETARIOS
01/11/2021 A 31/04/2022

60
52
2 49
¥ 50
- 43
n
O 40 37
=
<
w 30
[a)
®)
& 20
| 11
s 9
2 0 2 ° 4 >, 2 3 O
00 o1l 0 1 00 0
0 - [ | . = [ |
GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO
ETARIO0-4 ETARIO5-14 ETARIO 15-44 ETARIO 45-64 ETARIO 65-79 ETARIO >=80
ANOS ANoS ANoS ANOS ANOS ANOS

FAIXAS ETARIAS
mINFLUENZA A INFLUENZA B RSV SARS-CoV-2

Figura IV.12 -Resultados Xpress SARS-CoV-2_Flu_RSV plus obtidos de 01 de novembro de 2021 a 31 de maio de
2022, distribuidos por faixas etarias

Para podermos comparar estes dados, foi feito um levantamento dos registos do INSA, em
colaboragdo com a Rede Portuguesa de Laboratérios para o diagnéstico da gripe e virus
respiratérios, nos periodos de 2019/2020, os laboratérios da Rede notificaram 19.501 casos de

Sindrome Gripal(SG), dos quais 4.422 positivos para o virus da gripe: 1.598 do tipo B, 1.868 do
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tipo A ndo subtipado, 725 do subtipo A(H1)pdm09, 217 do subtipo A(H3) e 14 infe¢des mistas(IM)
(Vigilancia Clinica Taxa de Incidéncia de SG, n.d.).

Na época 2020/2021, os laboratérios da Rede Portuguesa de Laboratérios para o Diagnéstico
da Gripe (Hospitais) notificaram 28.500 casos de infecdo respiratéria, nao tendo sido detetados
casos positivos para o virus da gripe, foram detetados outros virus respiratérios em 27 casos de
IRA/SG: 23 rinovirus (hRV), 1 bocavirus (BoV), 1 parainfluenza (P1V) 1 virus respiratério sincicial
(RSV) e uma infecao mista.(Nacional et al., 2021)

Na época 2021/2022, os laboratérios da Rede Portuguesa de Laboratérios para o Diagnéstico
da Gripe (Hospitais) notificaram 87 910 casos de infecao respiratoria e foram identificados 1055
casos positivos para o virus da gripe, dos quais 1045 do tipo A e 10 do tipo B. Em 164 dos casos
foi identificado o subtipo A(H3) e em 13 o subtipo A(H1). Foram detetados 81 casos de coinfec¢éo
pelo virus da gripe e SARS-CoV-2 (Boletim de Vigilancia Epidemiolégica Da Gripe Categoria -
INSA, n.d).

4.7 Conclusao e Reflexao

Com o advento das esta¢gBes de outono e inverno — consideradas como estagfes de gripe e a
fase pandémica de COVID-19 que se tem vindo a viver, podemos concluir que a existéncia de
um teste RT-PCR multiparamétrico é fundamental, pois possibilita ao Laboratério de Urgéncia,
efetuar um teste de simples execucao e determinar simultaneamente a Infegéo por Influenza A/B,
RSV e SARS-CoV-2, em cerca de 1 hora e 30 minutos (tempo de colheita, envio amostra ao
laboratério e tempo de processamento no equipamento — 25 minutos e saida de resultado), em
comparacao com as 4-6 horas de outros testes RT-PCR disponiveis.

Na populagdo observada foram detetadas no total 198 amostras de SARS-CoV-2 positivas
(14,05%), maioritariamente em individuos com mais de 65 anos, sendo que apenas 5 delas
concomitantes com Influenza A positivo e 2 concomitantes com RSV positivo.

Mostramos também que o RSV se manifestou isoladamente em 17 amostras e o Influenza A em
11 amostras.

Em relacdo aos dados estatisticos retirados do INSA relativos ao periodo de gripe de 2019/2020,
em que se observam um elevado nimero de casos positivos quer para Influenza A e Influenza
B, e posteriormente caiu por completo no periodo de gripe seguinte, 2020/2021, onde ndo séo
detetados quaisquer casos de gripe por Influenza A ou B, apenas SG por outros virus, entre eles
0 RSV, muito provavelmente por uma maior vacina¢gdo da populacéo e por estarmos, na altura,
a viver um periodo de confinamento, bem como a utilizar mascaras.

J& no periodo de 2021/2022 voltam a ser relatados casos de gripe por Influenza A e B, e em
alguns casos concomitante com SARS-CoV-2 e RSV.

Estes dados nacionais, sdo em parte espelho dos resultados obtidos neste estudo efetuado aos
doentes da Urgéncia do HGO, no periodo de gripe 2021/2022.
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O trabalho do SPC é de extrema importancia para o controle de infe¢cdes no combate ao surto
de COVID-19, de modo a evitar o incremento de novos casos na admissdo de doentes na
urgéncia, pois as suas manifestagBes clinicas comuns, incluindo febre, tosse e dispneia,
mimetizam as de outras infe¢Ges respiratérias superiores. Por outro lado, permite uma melhor
gestédo de recursos humanos, EPI's e infraestruturas na medida em que agiliza a separacao de

doentes infetados e néo infetados com COVID-19.
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