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de amostras biologicas enviadas para a central de um QAR v
laboratorio de grande porte

Transport system validation and analysis of biological samples sent to a central laboratory

Alexandre Gabriel Jr."; Ana Amélia B. Silva, Maria Cristina De Martino®; Wagner José Razvickas*; Regina Corréa Silva’;
Ana Maria Viana$; Richard Couto Mauricio’; Silmara Aparecida Leopoldino Santos?; Sérgio Tufik®

T resumo

Transporte A monitoragdo de varios interferentes nos resultados das andlises clinicas laboratoriais originados do sistema
de transporte de amostras bioldgicas de um posto de coleta para o local da fase analitica propriamente dita
€ de extrema importéncia. Com o objetivo de avaliar a estabilidade dos bioanalitos durante o transporte, os
autores, neste trabalho, monitoraram a temperatura das caixas térmicas. Através de dispositivos medidores
de temperatura (chips) introduzidos no interior de cada caixa térmica, observou-se que elas permaneceram
Anilises Laboratoriais climatizadas em torno de 132 a 23°C, simulando a temperatura ambiente por todo o percurso e tempo
necessarios. Compararam-se os resultados de anélises clinicas laboratoriais das amostras bioldgicas sem
transporte realizadas no laboratério de origem da coleta (Jundiaf) com os das mesmas amostras bioldgicas
com transporte realizado na central em S&o Paulo. Inicialmente foram estudados os principais parametros
bioquimicos e a coagulacdo do sangue, além da urinalise com bacteriologia. A anélise estatistica foi de
concordancia entre as duas médias através do coeficiente de correlacdo intraclasse e também pela técnica
de Bland-Altman, na qual se observou que, entre os 29 analiticos estudados, 23 (79,3%) apresentaram
concordancia boa a excelente; cinco (17,2%), moderada a boa; e uma (3,5%), fraca a moderada. Quanto
as uroculturas, elas apresentaram 88% de concordancia, portanto boa a excelente, e a urina | apresentou
94% de concordancia na hemattria e 87,5% na leucocitdria, também boa a excelente. Os dados obtidos
pelas correlacdes dos resultados das amostras e dos gréaficos de temperatura emitidos pelos dispositivos
registradores representaram indicadores de validagdo do sistema de transporte e das analises laboratoriais
em até 16 horas apds coleta do material, simulando um posto muito distante.

Amostras bioldgicas

Temperatura

abstract [IPSTT

The results obtained from biological sample analysis may be affected by several factors, among them, the conditions | Transportation
of samples transportation from the site of collection to the central laboratory.The aim of this paper was to verify |
the stability of the samples submitted to the transportation process (from Jundiai to Sdo Paulo) by comparing the | Biological samples
results of 29 clinical laboratory parameters (including microbiology tests) on the same samples submitted or not to
transportation. First, we verified the temperature inside a transportation box, during the routine the from Jundiaf to
Sdo Paulo, by introducing a special chip able to register it continuously. We observed that the temperature inside the | 1aboratorial analysis
box was kept between 13°C and 23°C (similar to room temperature). After that, samples were collected in Jundiai
and divided in two aliquots; one to be analysed at the laboratory in Séo Paulo. The methodology, apparatus and
reagents used on the samples analysis were the same at both laboratories. The statistical analysis showed concordance
between both averages trough correlation coefficient “intra-class” and by the “Blan-Altman methods”. It was observed
that among the 29 parameters: 23 (79,3%) showed good to excellent. On the data from urinalysis we observed a
good to excellent concordance in the urocult (88.0%), and as well in the urine | analysis. The data obtained by the
correlation between the laboratory results and the graphics of temperature registered by chip are strong indicative
of validation of our laboratorial analysis and transportation system, up to 16 hours sample collection.

Temperature
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Introducao

Ja é amplamente conhecido que variagdes por diferen-
tes parametros ambientais podem alterar sobremaneira os
resultados de dosagens analiticas das amostras bioldgicas('?.
Durante o transporte, as amostras estéo sujeitas a influéncia
de tempo, temperatura, choques mecanicos, entre outras.
Assim, é de fundamental importancia avaliar a interferéncia
do nosso sistema de transporte na qualidade dos resultados
laboratoriais emitidos.

Afinalidade deste trabalho é validar o sistema de trans-
porte e demonstrar a sua influéncia na anélise dos resultados
dos exames que necessitam de transporte para a central de
um laboratério de grande porte.

Amostras biologicas

Foram coletadas quatro amostras em duplicata de 35
pacientes, aleatoriamente, que compareceram ao laboraté-
rio do Hospital Sdo Vicente (Jundiai, SP) em dois periodos
(dias) ndo-consecutivos.

As amostras foram de sangue total: 1. sem anticoagu-
lante, 2. com acido etilenodiaminotetracético (EDTA), 3.
com citrato de sodio, 4. com fluoreto de sddio.

Também foi coletada em duplicata, em frasco universal
e estéril, amostra isolada de urina.

As primeiras amostras foram processadas no préprio
laboratério do Hospital Sdo Vicente, e as suas duplicatas
foram enviadas para o laboratério central (Sdo Paulo, SP).

Analises laboratoriais, reagentes e
equipamentos

Determinacdes de glicose, colesterol, triglicérides e uréia
foram analisadas pelo método enzimético calorimétrico
utilizando-se reagente da Dialab Ges m.b.H e equipamento
Opera Bayer.

O método cinético foi o escolhido para determinacdes
de fésforo e creatinina com reagente da Synermed INT.
INC. e equipamento Opera Bayer.

Parametros de célcio e magnésio foram realizados com
Labtest Diag.S. A e Wierner Laborat SAIC, respectivamente,
em equipamento Opera Bayer;

E as enzimas aspartato alanina aminotransferase e aspar-
tato aminotransferase (ALT/AST), fosfatase alcalina, gama-
glutamiltransferase (GGT), desidrogenase latica (LDH),
creatinoquinase (CK) e fracdo MB da creatinofosfoquinase
(CK-MB), por método cinético enzimético, utilizando-se
Dialab Ges.mb.H e o mesmo equipamento.

Para os parametros de coagulagdo tempo de protrom-
bina (TP) e tempo parcial de tromboplastina ativada (TTPa)
utilizaram-se reagente da Wiener Laborat. SAIC e Diag.
Stago Inc. em equipamento Start — Bayer/STA Compact
- Stago, enquanto que o fibrinogénio foi determinado com
reagente Fibri-Test Diagnostica Stago Inc. no equipamento
Start — Bayer/STA Compact - Stago.

Urina | e uroculturas foram realizadas de acordo com
técnicas padronizadas e normas internacionais, seguindo as
normas de boas praticas de laboratérios clinicos (BPLCs).

Todos os ensaios analiticos tiveram acompanhamento
dos controles internos de qualidade.

Coleta e transporte

Todas as amostras coletadas seqguiram os padrdes des-
critos nas normas de coleta segundo as BPLCs.

Apos a coleta, as primeiras amostras foram transferidas
para o laboratério clinico do préprio Hospital Séo Vicente
(Jundiai), enquanto suas duplicatas foram acondicionadas
para transporte via estrada de rodagem.

Em ambos os laboratérios (Jundiai e Sdo Paulo), todas
as amostras foram submetidas a centrifugacdo por 10 min
a 2.000 xg para obtencdo de soro e plasma (tubo sem
anticoagulante, fluoreto de sédio e citrato de sédio).

No Hospital Sdo Vicente, os testes foram realizados em
até 4 horas ap6s a coleta, com manuten¢do em temperatura
ambiente. Por outro lado, as duplicatas das amostras foram
enviadas em caixas isotérmicas, colocadas em estantes e
acondicionadas com gelo reciclavel, mantendo-se a tem-
peratura média estavel (13°C a 23,5°C), conforme monito-
ramento da temperatura por chips registradores (Kooltrak)
devidamente validados em nosso servico (monitoracdo de
temperatura durante o transporte de materiais biol6gicos da
Associacao Fundo de Incentivo a Psicofarmacologia [AFIP]
- validagéo). O tempo médio do percurso desse transporte
foi de aproximadamente 3 horas, e essas amostras foram
processadas no periodo de 12 a 16 horas apds a coleta.
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Analise estatistica

Os dados estatisticos estdo expressos em média +
desvio-padrdo (DP). A anélise de concordancia entre as
duas medidas foi feita através do coeficiente de correlacdo
intraclasse® e também pela técnica de Bland-Altman®. Para
os parametros hematdria, leucocitiria e cultura de amostra
isolada de urina foram utilizados dois métodos de avaliagdo
de concordancia: a porcentagem de concordancia simples e
a estatistica kappa® (leva em consideragdo as concordancias
e as discordancias).

Limites usados para interpretacdo dos métodos

Coeficiente correlagdo intraclasse:

e auséncia de correlagdo: < 0,25;

¢ correlacdo fraca a moderada: entre 0,25 e 0,5;
e correlagdo moderada a boa: entre 0,5 € 0,75;

¢ correlacdo boa a excelente: > 0,75.

p. 235-240 * agosto 2007

Estatistica kappa

¢ auséncia de concordancia: < 40%;

¢ concordancia moderada: entre 40% e 60%);

¢ concordancia moderada a boa: entre 60% e 80%;

¢ concordancia boa a excelente: > 80%.

Resultados

Na Tabela 1 estdo descritos a média e os DPs, correla-
cao intraclasse e a concordancia dos resultados dos analitos
realizados no local (Jundiai) e a distancia (Sdo Paulo).

A concordancia entre as analises realizadas nos dois
locais (Jundiai e Sdo Paulo) foi classificada em relacéo a
correlacdo intraclasse como: boa/excelente: > 0,75; mode-
rada/boa: 0,5 a 0,75; fraca/moderada: 0,25 a 0,5; auséncia
de correlacdo: < 0,25.

Entre os 29 analitos descritos na Tabela 1 observa-se

Tabela 1 Médias e desvio-padrao, correlagao intraclasse e concordancia dos analitos realizados
Analito Média (DP) Jundiai  Média (DP) Sdo Paulo Correlacao intraclasse Concordancia
Bilrrubina total 08+0,6 09+0,6 0,99 Boa/excelente
Calcio 93+05 94+0,3 0,67 Moderada/boa
CK 66+ 21,6 84,6+ 28,8 0,88 Boa/excelente
CK-MB 149+79 20+7,7 0,88 Boa/excelente
Colesterol 202 + 46,2 226,7 + 56,9 0,96 Boa/Excelente
Creatinina 1+0,2 1+0,2 0,87 Boa/Excelente
LDH 380,9 + 127,9 404,2 + 149,7 0,97 Boa/excelente
Fosfatase alcalina 112,1£32,9 1148 £ 30,1 0,99 Boa/excelente
Fosforo 34+04 35+05 0,71 Moderada/Boa
GGT 20,7 +6,1 288 +6,3 09 Boa/excelente
Glicose 102,7 £ 49,7 107 £ 56 0,98 Boa/excelente
Magnésio 16+0,2 2+0,2 0,62 Moderada/Boa
Potassio 45+04 46+0,3 0,77 Boa/excelente
TGO 223+6,3 229+75 0,93 Boa/excelente
TGP 183+6,4 15+6 0,84 Boa/excelente
Triglicérides 157,7 £+ 52,8 161 + 58,4 0,91 Boa/excelente
Uréia 338+114 40,2+115 0,76 Boa/excelente
Eritrécitos 47+0,6 49+0,7 091 Boa/excelente
Hematocrito 40,2 +4.,8 40+48 0,98 Boa/excelente
Leucécitos 6,5+2.2 6,4+24 0,99 Boa/excelente
Linfocitos 26,2 + 8,2 294 +7,6 0,85 Boa/excelente
Plaquetas 251 +72 255,4 + 85,8 0,93 Boa/excelente e
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GSegmentados 62 +91 61 + 8,6 0,68 Moderada/boa
VHS 122+ 156 14 +138 0,97 Boa/excelente
Fibrinogénio 362,3+115,8 378,2+103,4 091 Boa/excelente
RNI/TP 1+0,1 11+0,1 0,3 Fraca/Moderada
Relacéo TTPa 1,08+0,1 1,08 + 0,07 0,51 Moderada/boa
pH da urina 6,1 +0,6 6+0,7 0,86 Boa/excelente
Densidade da urina 1020,1 £+ 6,5 1020,3+ 8,3 0,81 Boa/excelente

DP: desvio-padréio; CK: creatinoquinase; CK-MB: frago MB da creatinofosfoquinase; LDH: desidrogenase ldtica; GGT: gama-glutamiltransferase; TGO: transaminase glutdmico-oxa-
lacética; TGP: transaminase glutémico-pirdvica; VHS: velocidade de hemossedimentagdo; TTPa: tempo parcial de tromboplastina ativada.

que 23 (79,3 %) apresentaram concordancia boa a exce-
lente, cinco (17,2 %) moderada a boa e um (3,5 %) fraca
a moderada.

Uroculturas

Comparando-se os resultados das culturas de amostras
isoladas de urina realizadas em Jundiai e Séo Paulo, podemos
observar que, das 25 culturas, houve concordéncia em 22

casos, sendo sete positivas e 15 negativas. Nos trés casos
ndo concordantes observaram-se um caso de positividade
em Jundiai e dois casos em Sao Paulo. A Tabela 2 mostra
estes dados.

Leucocituria

Com relagdo a urina |, os resultados e a concordancia

da leucocitdria encontrada nas urinas, em amostras isoladas
realizadas entre Jundiai e Sdo Paulo, observou-se que dos
16 casos analisados houve concordancia total em 14, sendo
quatro com leucocittria e 10 sem ela. Apenas dois casos
foram discordantes, porém com valores limitrofes.

Tabela 2

Método de Avaliagao
Analito

Hematdria 94%
Boa a excelente
Leucocituria 87,5%
Boa a excelente
Urocultura 88%
Boa

Porcentagem de concordancia

Quanto aos resultados e a concordancia da hematuria
encontrada nas urinas, em amostras isoladas realizadas entre
Jundiai e Séo Paulo, podemos observar que, dos 18 casos
analisados, houve concordancia total em 17, sendo trés
com hematuria e 15 sem. Apenas um caso foi discordante,
porém com valores limitrofes.

Discussao

Os laboratérios estdo sujeitos as influéncias externas, as
quais podem ter um impacto na forma como desempenham
seu trabalho. Tendo em vista as caracteristicas atuais dos la-
boratérios e particularmente do nosso servico, submetido as
pressdes econdmicas cada vez maiores que este novo modelo
econdmico universal impde, temos uma grande centralizacdo
de trabalho com um ndmero cada vez maior de amostras
processadas. O papel de um sistema de controle da quali-
dade efetivo nesses laboratdrios é garantir ndo sé que erros
medicamente (clinicamente) significativos sejam detectados,
mas também que falsas rejeicGes de amostras ocorram. Esses
problemas, se ndo solucionados, ndo s6 implicam perdas eco-

Porcentagem de concordancia: hematiria, leucocitdria e urocultura

Kappa

81%
Boa a excelente
71%
Boa
73%
Boa
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ndmicas, mas também atraso de resultados e, principalmente,
na fidelidade dos exames®.

Embora tenhamos uma fase pré-analitica dos exames
colhidos nos postos periféricos, totalmente controlada no
que diz respeito a coleta e condicdes de transporte (acon-
dicionamento, tempo, temperatura, etc.), sé6 poderemos
ter certeza de que o processo pode ser validado, e portanto
aceito, se conseguirmos demonstrar que os resultados ndo
sofreram alteragdes medicamente significativas.

Para tanto, escolhemos um de nossos postos, o qual
estd localizado a maior distdncia e dispde de condi¢des
laboratoriais comparéveis com a central, isto €, os mesmos
aparelhos e reagentes e com pessoal técnico igualmente
qualificado e treinado.

As amostras foram colhidas de forma aleatoria, inde-
pendente de sexo, idade ou estado patoldgico, no sentido
de termos o maior nimero possivel de valores normais e
patoldgicos. Essa variabilidade ndo implica absolutamente
analise dos resultados, uma vez que comparamos as amostras
com elas mesmas, além de, ao mesmo tempo, nos permitir
avaliar o comportamento de possiveis alteracdes em situacoes
normais e patoldgicas.

No que diz respeito a reagentes e equipamentos utiliza-
dos, praticamente foram idénticos.

A analise estatistica por nés adotada foi o coeficiente de
correlacdo intraclasse® >, método bastante atual e apreciado
nos periddicos de grande impacto cientifico, por ser extre-
mamente rigoroso para essa modalidade de variaveis. Para
se ter uma melhor avaliacdo do rigor dessa andlise basta
observarmos resultados, como, por exemplo: célcio: 9,3 +
0,5/9,4 £ 0,3 que resultou num coeficiente de correlagdo
intraclasse de apenas 0,67, configurando uma concordan-
cia apenas moderada/boa. Néo resta divida de que esses
resultados, do ponto de vista da pratica laboratorial™, séo
praticamente idénticos. Se analisarmos o Unico caso com
concordancia classificada como fraca/moderada, RNI/tem-
po de protrombina (TP), cujos valores séo 1 + 0,1/1,1
0,1, com um coeficiente de correlacao intraclasse de 0,3,
mais uma vez temos que admitir que esses resultados séo
praticamente idénticos na rotina laboratorial. Assim pode-
mos realmente constatar a poténcia e a rigidez do método
analitico utilizado® 8 1418 2D,

Mesmo com este caso extremo, podemos dizer que
todos os analitos dosados mostraram concordéncias aceita-
veis quando realizados nesses dois locais diferentes no que
diz respeito a transporte, acondicionamento e tempo de
realizacdo do exame.

p. 235-240 * agosto 2007

As uroculturas mostraram concordancia de 88%. Em
apenas trés casos tivemos discordancias. Em um deles curiosa-
mente houve crescimento de flora mista no laboratério onde
a amostra foi colhida, mostrando-se totalmente negativa no
laboratério central (Sdo Paulo). Analisando outros parametros
desses casos, como leucocitiria paralela (ausente), teste do
nitrito (negativo) e ndmero de coldnias (< 40.000 col/ml),
podemos dizer que houve contaminacdo da amostra na
coleta no laboratério de Jundiai, sendo esse fato néo raro e
bastante conhecido na pratica laboratorial, o que implicaria
nova coleta de urina®™,

Nos outros dois casos houve discordancia parcial, isto €,
crescimento bacteriano, sendo em um deles flora mista em
Jundiai e gram-positivo em S&o Paulo; no outro houve uma
ocorréncia ao contrério, ou seja, crescimento de Klebsiella
pneumoniae em Jundiai e flora mista em Sao Paulo. No pri-
meiro caso, a presenca de flora mista ja importaria, na nossa
rotina, em nova coleta; e o crescimento de gram-positivo,
ndo-Staphilococcus saprophyticus ou Enterococcus sp., também
resultaria em nova coleta. Esta conduta é cautelosa e tem
sido uma prética adotada por nés a fim de minimiza os pro-
blemas de coleta, tdo presentes nos exames microbiolégicos.
A auséncia de leucocitdria paralela requereria repeticéo do
exame com nova coleta em Jundiai, e, em Sao Paulo, por duas
razoes: flora mista e auséncia de leucocituria. Desta forma,
nao houve interferéncia do transporte nestes raros casos de
uroculturas, mas sim da coleta de urina, um problema crénico
no laboratério de andlises clinicas. Portanto, podemos dizer
que ndo houve alteracéo significativa nas uroculturas('?.

Com relagdo as leucocitUrias, a discordancia observada em
dois casos, respectivamente 10.000/8.500 e 5.000/10.000,
encontra-se nos valores limitrofes, pois consideramos leu-
cocittria > 10.000. Se considerdssemos a leucocitdria para
valores > 10.000, ndo teriamos nenhuma discordancia do
ponto de vista pratico.

O mesmo acontece com as hematdrias, porém em menor
escala. Apenas um caso mostrou resultado discordante no
que diz respeito aos valores de referéncia: 11.000/8.000, mas
também podemos observar que sao valores extremamente
proximos e limitrofes.

Com relacdo aos demais parametros analisados em
amostra isolada de urina (pH e densidade), conforme mostra
a Tabela 1, a concordancia foi boa/excelente, dispensando
qualquer comentrio.

Por ultimo, mas ndo com menos relevancia, devem-se
considerar dois aspectos fundamentais na analise de resul-
tados laboratoriais'®: O primeiro diz respeito ao erro total
dos exames laboratoriais, que se relaciona, por sua vez, com
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as variaveis quanto ao desempenho do ensaio: exatidédo e
precisdo (acuracia e reprodutibilidade), cujo valor minimo
gira em torno de 5% na maioria dos ensaios, bem como da
variacdo bioldgica dos diferentes analitos, que pode cursar
com valores médios de aproximadamente 15%% 9. Diante
destes fatos eventuais, podemos constatar que a variagéo
observada nas dosagens referidas neste trabalho encontra-se
bem abaixo destes valores, o que nos permite validar estes
resultados. O segundo aspecto que deve ser ressaltado é
que, além das variagdes de sensibilidade, especificidade,
exatiddo e precisdo, inerentes ao processo metodoldgico,
ndo devemos esquecer o valor preditivo de cada resultado
quando levamos em consideracdo, ademais dos parametros
inerentes ao laboratério, a prevaléncia das doencas”.

Este trabalho de validacdo do processo pré-analitico de
amostras colhidas a distancia e enviadas ao laboratério, em-
bora nos deixe convencidos de que os procedimentos por nds
adotados preenchem os requisitos da qualidade, ndo dispensa
a monitoracdo constante, em periodos predeterminados,
no sentido de garantir a qualidade €, se possivel, melhoré-la
cada vez mais.

Conclusao

O sistema de transporte realizado pelo laboratério de
grande porte e o tempo decorrido da coleta até a realizacdo
dos exames ndo alteraram significativamente os resultados
dos parametros pesquisados.
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