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INTRODUCAO

A infecdo a SARS-CoV-2, o coronavirus, obrigou a alte-
racdo da dindmica de todos os servicos e unidades hos-
pitalares que prontamente se evidenciaram como es-
truturas hospitalares diferenciadas e especializadas no
diagndstico e tratamento desta doenca que aos poucos
fomos conhecendo.

Os primeiros artigos e conhecimento chegava-nos da
China, a uma velocidade alucinante, mas cautelosa, e
todos os conceitos, estratégias de diagndstico e de tera-
péutica eram desmoronadas todas as semanas.

Ao Laboratorio de Patologia Clinica desde as primeiras
horas, foi colocado o enorme desafio de dar resposta aos

colegas que no Atendimento Permanente recebiam os
doentes com quadros clinicos que dentro da sua hetero-
geneidade, se foram tornando cada vez mais suspeitos,
com cada vez menos sinais e sintomas.

Nao foi apenas o diagnostico molecular por RT-PCR
(reverse transcriptase polimerase chain reaction) que foi
transformado numa metodologia “banal” no atendimen-
to permanente, mas todo um conjunto de parametros
que a pouco e pouco se foram evidenciando como um
painel de suspeicdo da gravidade da infecdo a SARS-
-CoV-2. Novos parametros e novas metodologias fica-
ram disponiveis em Urgéncia no Laboratério de Patolo-
gia clinica do Hospital CUF Infante Santo, p. ex. ferritina
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einterleucinas 1 e 6 (IL-1 e ll-6), que suportado por toda
uma maquina, que no Centro de Medicina Laboratorial
Germano de Sousa, permitia dar resposta 24/7 aos pe-
didos de diagnéstico molecular.

Todo um laboratério foi restruturado e adaptado, com
reforco de recursos humanos, equipas de técnicos, mé-
dicos e logistica, aquisicdo de novos equipamentos e
execucao de novas metodologias, lutando diariamente
para que o doente fosse precocemente diagnosticado e
tratado, sem nunca sentir o nosso desgaste e pressao.

Passada a chamada primeira vaga, achamos todos que
“sobrevivemos” e que renasceremos mais fortes e com
mais conhecimento de mais esta provacao.

Faremos um resumo de todos os aspetos revelantes
relacionados com o diagndéstico e monitorizacao labora-
torial dainfecdo SARS-CoV-2 implementados em HCIS-
-CMLGS na resposta a pandemia COVID-19, com es-
pecial relevo para a articulacdo com as vérias vertentes
clinicas desta unidade hospitalar.

PROCEDIMENTOS TECNICOS E
DIAGNOSTICO LABORATORIAL

TIPO DE AMOSTRA

A probabilidade de obtencdo de um resultado positivo
pode variar com o tipo de amostra biolégica, a qualidade
da colheita e a dindmica da carga viral, ou seja, da quan-
tidade de RNA viral presente numa determinada locali-
zacao anatomica e em cada fase e gravidade da doenca.

No ambito da realizacdo de testes para o diagnoéstico da
COVID-19, o Centro de Medicina Laboratorial Germa-
no de Sousa (CML-GS), de acordo com as recomenda-
coes da Direcdo Geral da Saude (DGS)* e do Center for
Disease Control and Prevention (CDC),? deu preferén-
cia a colheita de amostra na nasofaringe.

R ELIELN

FIGURA 1. Colheita de amostra da nasofaringe.
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Em termos de amostra respiratoéria superior, a amostra
danasofaringe é a mais indicada.®*

A recuperacao de particulas virais é mais sensivel neste
tipo de amostra do que utilizando a amostra orofarin-
gea,® e ndo se verificou um aumento na sensibilidade
analitica do teste quando se associam as duas amostras.
QOutro ponto particularmente importante do ponto de
vista da seguranca do profissional de satiide que faz a co-
Iheita, é o risco acrescido para este, com a possibilidade
da colheita da amostra orofaringea ser mais complexa
quer em termos de contaminacdo da amostra (estrutu-
ras adjacentes da cavidade oral que se devem evitar du-
rante a colheita), quer com a estimulacao do reflexo da
tosse com emissdo de aerossois e desta forma colocar
em risco o colaborador que realiza a colheita, apesar da
utilizacdo devida do equipamento de seguranca indivi-
dual (EPI).

A amostra da orofaringe é usada apenas em alternativa*
sobretudo em contexto de patologia do foro de Otor-
rinolaringologia (ORL), ou se a colheita de amostra na-
sofaringea foi traumatica (a contaminacdo com sangue
inviabiliza a realizacdo da técnica de PCR).

Apesar de no inicio da pandemia termos utilizado duas
zaragatoas, a limitacao nacional de fornecimento de
material para as colheitas, obrigou a que se realizasse a
colheita utilizando apenas uma zaragatoa para a colheita
bilateral da amostra nasofaringea.

A percentagem de positividade de todas as amostras
processadas em CML GS, 5,95%, representando cerca
de 22,85% dos casos positivos nacionais, tem sido sem-
pre mantido (mesmo quando as colheitas incluiam duas
zaragatoas), mantendo a confianca quanto aos resulta-
dos obtidos e aos procedimentos de colheita instituidos.

TECNICA DE COLHEITA

Atécnicade colheita é determinante para a obtencao de
uma amostra adequada. Todos os técnicos receberam
formacao sobre a técnica de colheita de amostra da na-
sofaringe? (Fig. 1).

Esta formacao foi disponibilizada através de comunica-
coes internas com suporte bibliografico adequado as-
sim como através de videos educativos difundidos pelo
nucleo de formacao CML-GS de acordo com a técnica
de colheita publicada como video de demostracao pelo
New England Journal Medicine> https://www.nejm.org/
doi/full/10.1056/NEJMvem?2010260 e posteriormen-
te adaptado para portugués pelo Centro Hospitalar de
Vila Nova de Gaia-Espinho® https://youtu.be/PYFSQJz-
7FoU.



PREPARACAO E ACONDICIONAMENTO
DE AMOSTRAS

Os procedimentos de preparacdo da amostra para o
transporte, garantindo toda uma cadeia de valor no que
diz respeito as normas de reducdo de risco de contami-
nacao dos recipientes primarios e secundarios, obrigou
a elaboracdo de novos procedimentos internos, pro-
prios para o acondicionamento e transporte das amos-
tras suspeitas de SARS-CoV-2, de acordo com as normas
da DGS, CDC e OMS. 127

Foram realizadas vérias sessoes de treino e de moni-
torizacdo dos passos dos novos procedimentos, todos
formalizados em instrucoes técnicas validados pelo de-
partamento de Qualidade e Direcdo Técnica CML-GS
e transversalizados a todos os técnicos através de ses-
soes de formacao e de treino pratico nas varias unidades
Hospitalares.

TRANSPORTE E APOIO LOGISTICO

As amostras sdo transportadas de acordo com as nor-
mas da Direcdo Geral da Satde (DGS) e da Organizacéo
Mundial da Saude (OMS)Y garantindo a integridade e
viabilidade das mesmas.

A implementacao de um circuito de apoio logistico com
transporte de amostras Urgentes e Emergentes 24/7
para o Centro de Medicina Laboratorial onde o Labora-
tério de Biologia Molecular estava igualmente a proces-
sar amostras ao mesmo ritmo, representou um enorme
esforco, com o reforco de equipas técnicas e médicas
bem como de equipamentos e novas metodologias.

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Para poder responder de forma adequada as solicita-
coes dos seus doentes, a seccao de patologia molecular
do Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa
incrementou a sua capacidade de diagndstico laborato-
rial de SARS-CoV-2. Esta necessidade de resposta obri-
gou a formacado imediata de equipas técnicas capazes de
responder 24 horas por dia durante 7 dias por semana, a
aquisicao de novos equipamentos de extracdo e detecao
de acidos nucleicos e a uma adaptacao do espaco labo-
ratorial existente, permitindo uma automacao de todo o
processo laboratorial com elevada qualidade e eficién-
cia. No inicio, a capacidade de entrega de reagentes e
equipamentos por parte das diversas casas comerciais
era diminuta e foi necessario testar e validar pratica-
mente todos os reagentes destinados ao diagndstico de
SARS-CoV-2 existentes no mercado. Atualmente, o Cen-
tro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa, dispoe
de duas salas de preparacdo de amostras com camaras
de classe Il (biosseguranca nivel 2 - BSL2) com capacida-
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de para 4 elementos técnicos em simultaneo dedicados
ao processo de inativacao viral das amostras a analisar,
dispde de 8 extratores automatizados: 2 EasyMAg (Bio-
merieux) que processam 24 amostras cada, 2 Hamilton/
kPCR (Siemens) que processam 96 amostras cada, 3
Chemagic 360 (Perkin Elmer) que processam 96 amos-
tras cada e um Hamilton Nimbus (Werfen) que proces-
sa /2 amostras. Todos estes equipamentos utilizam o
método baseado em beads magnéticas para extracdo de
RNA viral a partir de amostras respiratérias colhidas de
acordo com as orientacoes nacionais e internacionais. A
amplificacdo e detecdo de regides especificas de SARS-
-CoV-2 é realizada com o kit EuroRealTime SARS-Cov-2
(Euroimmun), o método utilizado é o designado pela
DGS como método de referéncia: reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real precedida de transcricéo re-
versa (rRT-PCR). As regides alvo especificas do genoma
do virus SARS-CoV-2 sao uma parte da regiao ORF1ab
e uma parte do gene N (nucleoproteina). A amplificacdo
¢é realizada em cada um dos 4 CFX96 (BioRad) de que
dispomos.

A sensibilidade analitica (limite de detecdo) do kit utili-
zado esta descrita como sendo de 0,68 copias/ul (95%
intervalo de confianca: 0,43 a 1,43 copias/ul), apresenta
uma especificidade de 100% e uma sensibilidade clinica
de 98,2%.

O Centro de Medicina Laboratorial participaem dois es-
quemas de Avaliacdo Externa da Qualidade, um nacional
e outro internacional, para o diagndstico laboratorial de
SARS-CoV-2.

MONITORIZACAO DA RESPOSTA
IMUNOLOGICA

Os testes seroldgicos, automatizados e rapidos, de-
tetam a presenca de anticorpos IgA, 1gM e IgG para o
SARS-CoV-2. Sendo testes de detecdo da resposta imu-
noldgica, ndo estao recomendados para o diagndstico
de novos casos de COVID-19. No entanto, devidamente
validados, estes testes revestem-se de enorme impor-
tancia e sdo cruciais para fazer o acompanhamento da
resposta do sistema imunoldgico & infecdo por SARS-
-CoV-2.

A sensibilidade clinica do teste serologico IgM e 1gG,
quando usado em combinacao, é de 98,5% e a especi-
ficidade clinica é de 98,7%. O teste seroldgico, quando
usado em combinacdo, tem especial indicacdo clinica:

1. Avaliacdo da resposta imunoldgica apds uma infecdo
aguda documentada pelo teste de RT-PCR;

2. Pessoas assintomaticas que foram ou nao contacto de
doentes COVID-19 confirmados;
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3. Doentes com doenca ligeira (e consequente baixa car-
gaviral) e resultados RT-PCR negativo;

4. Pessoas que foram contactos de doentes COVID-19
confirmados, apds periodo de quarentena de 14 dias.

De acordo com a evidéncia cientifica disponivel atual-
mente o anticorpo da classe IgM é detetavel, na maioria
dos casos entre o sétimo e o décimo dia, embora nos ca-
SOS Mais graves possa ocorrer entre o terceiro e o quin-
to dia apds o inicio dos sintomas. O anticorpo da classe
IgG é detetavel entre 0s 10° e 0 20° depois do inicio dos
sintomas.&1°

A seroconversao da IgM e IgG parece ocorrer entre a
terceira e quarta semana depois do inicio da infecao.
Depois disso, os titulos de IgM diminuem, comparativa-
mente com a IgG que pode persistir para além das sete
semanas apos a infecdo por SARS-CoV-2.1112

Durante a fase de convalescenca, os titulos de 1gG po-
dem aumentar cerca de 4 vezes em relacao ao valor da
fase aguda. Os niveis de 1gG atingem a fase de “plateau”
cercade 1 semana depois da seroconversao® ™ (Fig. 2).

A evidéncia cientifica atual ainda ndo nos permite afir-
mar que um titulo elevado de anticorpos IgG anti SARS-
-CoV-2 é garante de imunidade efetiva ou duradoura,
quando detetados em individuos sintométicos ou assin-
tomaticos.

O teste serologico efetuado pelo Centro de Medicina
Laboratorial Germano de Sousa é um imunoensaio por
quimioluminescéncia in vitro (CE-IVD), que permite
a determinacdo quantitativa de anticorpos das classes
IgM e 1gG para o novo coronavirus (SARS-CoV-2), em
plasma ou soro humano.

O Centro de Medicina Laboratorial participaem dois es-
quemas de Avaliacdo Externa da Qualidade, um nacional

e outro internacional, para a avaliacdo da resposta imu-
noldgica ao SARS-CoV-2.

Com o inicio dos inquéritos de seroprevaléncia regio-
nal e nacional com os quais 0 CML GS colabora desde
0 seu inicio, foram adquiridas novas plataformas auto-
matizadas com equipamentos de elevado débito para a
detecdo quantitativa de anticorpos totais (IgM+1IgG) por
quimioluminescéncia.

Dada a complexidade da interpretacdo da cinética da
resposta imunolodgica foram construidas mensagens
explicativas dos resultados da serologia, permitido ao
clinico uma melhor compreensao e integracdo dos re-
sultados obtidos.

ARTICULACAO COM OS VARIOS
SERVICOS HOSPITAL CUF
INFANTE SANTO

ATENDIMENTO PERMANENTE

Desde o inicio da pandemia COVID-19 e numa altura
em que o Hospital CUF Infante Santo foi Hospital de
referéncia na regido de Lisboa para receber em inter-
namento doentes infetados de todas as unidades CUF,
bem como Hospital de apoio ao SNS, que a articulacdo
com o Atendimento Permanente foi determinante para
que esta resposta fosse eficiente.

Para responder a necessidade de identificar precoce-
mente doentes com patologia do foro respiratério in-
fetados com SARS-CoV-2, foram definidos 2 tempos de
resposta para doente Urgentes ou Emergentes.

Foi criado um grupo de comunicacao 24/7 entre todos
os clinicos com funcao de coordenacao das equipas mé-
dicas do atendimento permanente, e todos os elemen-
tos da escala de prevencao de patologia clinica. Deste

Standard Q COVID-19 1gM/1gG Rapid Kit

PCR

Método de diagnostico

| '
0 5 10 15 20 25

INFECAO INICIO DOS
INICIAL SINTOMAS

FIGURA 2. Cinética da serologia SARS-CoV-2.
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modo, todos os casos estratificados por gravidade clini-
caforam assinalados e devidamente rastreados.

Ao médico patologista clinico cabia a responsabilidade
de articular comaequipade técnicos HCIS e com a equi-
pade biologia molecular de CML-GS, e fazer a identifica-
cao destes doentes, bem como a monitorizacdo da saida
do respetivo resultado.

A comunicacao do resultado foi feita com reporte tele-
fonico 24/7 diretamente para o contacto do médico de
coordenacdo do atendimento permanente, acompanha-
do da publicacdo da evidéncia do resultado e assinatura
no sistema informatico. A disponibilidade imediata do
resultado no processo clinico de todos os casos assina-
lados ou sempre que de um caso positivo se tratasse,
permitiu fazer a gestdo clinica eficiente destes casos,
com decisdo de internamento ou de transferéncia para
unidades hospitalares ndo COVID.

Ao atendimento permanente cabia a responsabilidade
de comunicar e contactar o doente que tivesse tido alta
por nao ter critérios para internamento.

INTERNAMENTO COVID

Arestruturacdo do internamento de acordo com as nor-
mas de segregacao de doentes infetados, obrigou a im-
plementacdo de novas regras para os técnicos do labo-
ratério que se deslocam aos pisos de internamento para
arealizacdo das colheitas programadas.

A articulacdo com as sessoes de formacdo desenvolvidas
pela PPCIRA erelacdo comoselos de ligacdo dointerna-
mento permitiu a integracao das equipas do laboratério
nos procedimentos de utilizacao de EPI validados em
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HCIS, no cumprimento dos circuitos de movimentacao
de pessoas e amostras com total seguranca e integrida-
de dos procedimentos de colheita, acondicionamento e
transporte de amostras.

UNIDADE DE HEMODIALISE

O Laboratério realizou por 2 ocasides rastreio em doen-
tes de hemodiélise na unidade do Hospital CUF Infante
Santo. Neste momento em que esta unidade se posicio-
nou como unidade diferenciada para receber doentes
infetados de outras unidades de hemodialise, a colabo-
racdo prendeu-se com a monitorizacao de doentes infe-
tados até a fase de obtencédo de um resultado negativo
do teste de RT-PCR para SARS-CoV-2.

AMBULATORIO

Apds a reabertura da atividade programada, foram defi-
nidos critérios de rastreio a todos os doentes com uma
antecedéncia de 48 horas, que incluia a realizacdo dos
testes & COVID-19, integrando as rotinas pré-exames
complementares de diagndstico invasivos com sedacdo
bem como nas cirurgias eletivas.

Para dar reposta as necessidades HCIS e para que o tes-
te fosse realizado preferencialmente na unidade CUF
a que se destina, foram disponibilizados 2 tempos de
atendimento programado em ambulatorio,em que 2 ele-
mentos da equipa do laboratdrio fazem as colheitas das
amostras nasofaringeas para pesquisa de SARS-CoV-2.

A articulacdo dos resultados é realizada através das es-
truturas administrativas de proveniéncia e dos gestores
cirdrgicos, que nas 24 horas anteriores a realizacao do
exame invasivo ou da cirurgia contactam o cliente para
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FIGURA 3. Evolucdo didria de amostras processadas provenientes de unidade HCIS.
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FIGURA 4. Crescimento de amostras processadas e testes positivos para SARS-CoV-2 provenientes da unidade HCIS.

saber oresultado do teste e assim procedem ao cancela-
mento ou & marcacao do respetivo exame/cirurgia.

ARTICULACAO COM PLATAFORMA DA
DGS SINAVE LABORATORIAL

Desde a ativacdo da notificacdo laboratorial de doen-
cas de declaracdo obrigatériaem 2017, que o centro de
Medicina Laboratorial Germano de Sousa fez parte de
um projeto pioneiro com a integracao automatica de to-
dos os resultados que obedeciam as regras identificadas
pela DGS™ https://www.dgs.pt/servicos-on-linel/sina-
ve-sistema-nacional-de-vigilancia-epidemiologica.aspx.

Ainteracdoentre as 2 plataformas informaticas, Appollo
e SINAVE (Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologi-
ca) Laboratorial permite a notificacdo em tempo real no
momento em que o resultado fica disponivel no LIS do
laboratério, com uma sinalizacdo precoce destes casos
as equipas de Saude Publica. Todas estas patologias se-
riam posteriormente reportadas em paralelo pelos clini-
cos através do SINAVE-MED.

O Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa
€ um dos Laboratorios privados de analises clinicas que
faz parte da rede de laboratdérios que apoiam o Sistema
Nacional de Saude no diagnéstico de COVID-19. A ne-
cessidade de notificacao diaria, em tempo real, do gran-
de nimero de casos testados com resultado positivo ou
negativo, evidenciou o enorme contributo do CML-GS
na atualizacdo didria das estatisticas emanadas pelos
boletins didrios da DGS, durante apandemia COVID-19.
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Até a data da producdo deste artigo e desde o dia 12 de
marco, foram realizados em CML-GS 137 959 testes de
pesquisa de SARS-CoV-2 (PCR), com uma percentagem
de positividade de todas as amostras processadas de
5,95%, representando cerca de 22,85% dos casos posi-
tivos nacionais.

Em HCIS foram solicitados 3719 testes, em que 2321
foram feitos em critério de Urgéncia/Emergéncia e
1398 em regime de Ambulatoério, com uma percenta-
gem de positivos de 4,19%, representando 1,90% dos
testes positivos detetados em CMLGS.
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