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“A qualidade é fungdo de todos, devendo ser encarada como uma

filosofia de trabalho, uma atitude permanente”

Genichi Taguchi
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Resumo

Este relatorio tem como objetivo descrever as atividades desenvolvidas pela mestranda
no estagio curricular do Mestrado em Andlises Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra, realizado no Laboratério de Patologia Clinica do Centro
Hospitalar e Universitario de Coimbra no ano letivo 2012/2013. Serao abordadas todas as
areas onde decorreu a formagao, sendo descritas as principais atividades desenvolvidas, as
metodologias e equipamentos usados, assim como o controlo de qualidade interno e
externo.

Sao ainda brevemente descritas neste relatério as atividades desenvolvidas pela
mestranda no setor de microbiologia das aguas do Laboratorio de Saldde Publica da Unidade

Local de Saude da Guarda (LSPG), onde exerce fungoes desde Abril de 2015.

Abstract

The objective of this report is to describe the activities developed by the master's
student in the curricular stage of the Masters in Clinical Analyzes of the Faculty of Pharmacy
of the University of Coimbra, held in the Laboratory of Clinical Pathology of the Hospital
and University Center of Coimbra in the academic year 2012/2013. All the areas where the
training took place will be discussed, describing the main activities developed, the
methodologies and equipment used, as well as internal and external quality control.

The activities developed by the master's degree student in the water microbiology
sector of the Public Health Laboratory of the Local Health Unit of Guarda (LSPG), where

she has been working since April 2015, are also briefly described in this report.






Introducao

Atualmente as analises clinicas assumem um papel de grande importancia nas ciéncias
da saude, revelando-se uma ferramenta fundamental para o correto diagnostico da maioria
das patologias, merecendo a confianga tanto do médico como do doente. O rigor e a
qualidade aliados a especificidade dos resultados fazem com que sejam uma ferramenta
fundamental no apoio ao diagndstico e estabelecimento da decisao terapéutica bem como a
monitorizagao da doenga e definicado do seu prognostico A interpretagao dos exames
laboratoriais € uma atividade de grande responsabilidade, muito mais complexa que a simples
comparagao com valores de referéncia, muito exigente do ponto de vista da ética, no
cumprimento dos seus deveres, levando a necessidade de uma atualizagao permanente de
conhecimentos técnicos e de gestao de qualidade.

As andlises clinicas, que até ha algum tempo serviam somente para confirmagao de um
diagnostico, tornaram-se os principais meios para encontrar hipoteses de diagnostico,
contribuindo para a adequada decisao terapéutica, para o estabelecimento do prognostico,

monitorizagio e prevencio da doenga'.
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Caracterizacao do Servico de Patologia Clinica

O estagio foi realizado nos Laboratoérios de Bioquimica Clinica de Urgéncia e de
Imunologia do Servigo de Patologia Clinica do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra
(CHUC), sob a diregao do patologista clinico Dr. Fernando Rodrigues. A orientagao de
estagio esteve a cargo da Dra. Lucilia Aratjo, patologista clinica responsavel pelo laboratério
de urgéncia.

O servigo de qualidade é garantido por uma equipa multidisciplinar constituida por
médicos especialistas e internos da formagao especifica de patologia clinica, técnicos
superiores de salde das areas de farmacia, bioquimica, biologia e de andlises clinicas e saide
publica, assistentes operacionais e assistentes técnicos.

A atividade deste laboratério é desenvolvida no “Core Lab” durante os 7 dias da
semana, 24 horas por dia e, os profissionais de servico sao responsaveis pela recegao,
processamento, armazenamento e validacio de todas as amostras recebidas. E ainda
realizada a recegao de todo o tipo de amostras para outros setores do laboratério. Este
sector é responsavel pela resposta rapida aos servicos de urgéncias, unidades de cuidados
intensivos, e a todas as solicitagoes urgentes provenientes dos diferentes servigos clinicos

dos CHUC.

Recursos Informaticos

O servigo de Patologia Clinica esta equipado com um sistema informatico de gestao
laboratorial (Clinidata/Maxdata) desde 2007 que permite integrar em suporte informatico os
diferentes laboratérios e todos os resultados analiticos gerados, possibilitando um acesso
rapido e simples aos resultados das analises de um dado utente no momento, bem como ao
seu historial clinico e analitico. Este sistema de gestao traduz-se numa maior eficiéncia, com
a consequente otimizagao dos diversos processos laboratoriais, reducao de erros e
consequente redugao dos custos.

O sistema de requisigio on-line de pardmetros analiticos (Clinidata® NET) permite que
os médicos dos diferentes polos hospitalares solicitem as analises por via eletronica. Este
sistema permite reduzir os erros pré-analiticos inerentes a identificacao do doente e dos
tubos de colheita necessarios para os parametros pedidos e permite que o processo de
integracao da amostra no sistema informatico seja mais rapido e menos suscetivel a erros.

Em paralelo existe um sistema informatico de gestao de laboratério (Clinidata XXI)
que permite visualizar o percurso das amostras dentro do laboratorio, todos os resultados
associados a cada amostra bem como a informacao clinica e o histérico de cada doente,

permitindo ainda detetar pedidos em duplicado, reduzir os erros associados a escrita manual
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dos resultados, tornando o processo de registo e transmissao de resultados mais rapido.
Permite a insercao de informagoes relativas a amostra e ao método de analise usado,
visualizar os resultados relativos ao desempenho de cada equipamento (controlo de
qualidade) e efetuar o processamento e andlise de dados de acordo com as necessidades
técnicas e cientificas. O sistema possibilita ainda a visualizagdo do custo de cada exame
solicitado pelo médico requisitante bem como a visualizagao de alarmes relativos ao pedido
ou a necessidade de informacao adicional.

Existe também integrado no Clinidata XX| um modulo de gestao de stocks: Clinidata
STK.

Adicionalmente ao Clinidata XXI, alguns setores utilizam middlewares que em ultima
instdncia comunicam a sua informagao para o LIS que permite o acesso a informagao de
todos os setores para que seja possivel a maxima integragao dos resultados dos utentes com
a maior rapidez, com mais-valias para a avaliagao, interpretacao e validagao de resultados. O
LIS veio ainda diminuir a probabilidade de erros na transcricao de pedidos analiticos e de
resultados ao facilitar a integragao das amostras mediante leitura do codigo de barras e ao
transferir automaticamente os resultados analiticos dos equipamentos para a plataforma de

validacao.

Equipamentos do Laboratoério

Todas as andlises efetuadas neste laboratorio tém, em regra, um tempo de resposta
de apenas algumas horas, idealmente uma hora, sendo este um ponto de importancia fulcral,
em contexto de urgéncia. Existe uma equipa altamente qualificada de técnicos superiores e
de patologistas clinicos de servigo 24 horas para garantir que os resultados analiticos e a sua

validagao sejam o mais céleres possivel.

Os equipamentos analiticos responsaveis pelo maior nimero de analises existem em
duplicado e, em alguns casos até em triplicado, para que seja possivel assegurar a
continuidade do servico nos periodos em que decorrem as manutengoes didrias, o

abastecimento de reagentes e mesmo em caso de avaria.

StreamLab - Siemens: Equipamento de gestao pré-analitica com software que
permite a ligagao aos analisadores Dimension. Possui modulos IOM (input/output module),

centrifuga e descapsulador.
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Figura |: StreamLab (Siemens)

Dimension®RxIMax - Siemens: Equipamentos automaticos que realizam ensaios
imunoenzimaticos baseados no método de “sandwich”, para doseamento sérico de
marcadores de necrose do miocardio, farmacos, alcool e amonia. Estes equipamentos estao
ligados a cadeia Streamlab o que permite a pipetagem direta dos tubos primarios para os
ensaios realizados nestes equipamentos, libertando imediatamente o tubo para ser colocado

noutro equipamento.

RAPIDLab 1260 e 1265 - Siemens: Gasdmetros com metodologia de
potenciometria direta e amperometria. Sao equipamentos automaticos que permitem a
determinagao de pH e gases, eletrolitos e lactatos em sangue arterial. Utilizam o método de

elétrodo seletivo de ides em comparagao com o elétrodo de referéncia.

- ADVIA Centaur CP - Siemens: Equipamento utilizado no diagnéstico in vitro para

a determinagao do peptideo natriurético tipo B (BNP) em amostras de plasma e para o

doseamento sérico das hormonas da endocrinologia reprodutiva. Auto-analisador que realiza

ensaios imunoenzimaticos baseado no método de “sandwich” com quantificagao por
quimioluminescéncia.

Architect Systems 16000 — Abbott: Autoanalisadores usados para determinagao

dos parametros de bioquimica clinica e doseamento de alguns farmacos.
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Figura 2: Architect Systems 16000 (Abbott)

- Kryptor - B.R.A.H.M.S.: o fundamento deste equipamento baseia-se na tecnologia
TRACE (Time-Resolved Amplified Cryptate Emission), que mede o sinal emitido a partir de
um imunocomplexo em atraso. Utilizado no doseamento de procalcitonina no soro por

fluoroimunoensaio.

Controlo de Qualidade

O laboratorio deve demostrar através de um programa bem definido, a qualidade dos
seus resultados de forma a assegurar a rigorosa exigéncia com a qualidade técnica dos
servigos prestados. O controlo de qualidade interno é composto geralmente por trés niveis
para garantir que todas as gamas de trabalho sao corretamente avaliadas, uma vez que
muitas vezes as patologias sao diagnosticadas e avaliadas com base no aumento ou
diminuicdo de parametros especificos, & necessiario garantir que os equipamentos
conseguem detetar e dosear corretamente niveis anormalmente baixos ou altos de cada um
deles.

Os controlos sao efetuados varias vezes ao dia, de acordo com o esquema estipulado
para cada equipamento com base no volume de trabalho e hora do dia, para identificar
quaisquer erros ou tendéncias que possam existir, utilizando controlos das respetivas casas
comerciais, de modo a garantir que equipamentos e reagentes estao em condigoes otimas
para a rotina laboratorial. As cartas controlo sao verificadas e avaliadas a cada série e, caso
algum parametro nao esteja dentro dos seus intervalos de confian¢a o equipamento é parado
imediatamente para avaliar a causa do desvio e implementar as medidas corretivas adequadas

(calibragao, mudanga de reagente, etc.).
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Para além do controlo interno, o laboratério participa regularmente em programas

de avaliagao externa da qualidade, nomeadamente:

Randox International Quality Assessments (RIQAS):

- Terapeutic Drugs: efetuado quinzenalmente para avaliar o doseamento de
farmacos.

- Liquid Cardiac: efetuado mensalmente para avaliar o doseamento sérico de

marcadores de necrose do miocardio.

United Kingdom National External Assessment Service (NEQAS):
- Quimical Chemistry: Efetuado quinzenalmente para avaliagio dos parametros

bioquimicos séricos de rotina.

Digital PT:
- Blood Gases and Electrolytes: Efetuado trés vezes por ano para avaliar o

doseamento pH, lactatos, eletrolitos e gases em sangue arterial.

Exames laboratoriais — Aplicacdo clinica

Perfil Bioquimico

A Bioquimica Clinica é uma area multidisciplinar que tem como objetivo a
determinagao de parametros bioquimicos e a sua utilizagio no diagnodstico, tratamento,
monitorizagao ou prevengao da doenga. Engloba duas vertentes: a analitica e a interpretativa.
Os parametros doseados permitem o estudo das vias metabdlicas, da etiologia e patogénese

da doenga.

Colheita e Transporte das Amostras Bioldgicas

A grande maioria dos pardmetros bioquimicos sao determinados em amostras de soro,
obtido através da colheita de sangue periférico para tubos de 4,9mL com gel ativador de
coagulagao. De forma e evitar a hemolise, o sangue nao deve ser forgado a entrar no tubo,
evitando agitacao e ficando em repouso para coagular antes de ser transportado ao

laboratoério.
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No entanto, existem algumas anadlises que sao realizadas em plasma obtido através da
colheita de sangue periférico para tubos com anticoagulantes como o acido

etilenodiaminotetracético (EDTA) ou a heparina-litio e outras em urina e/ou em LCR.

Figura 3: Tubos usados para colheitas de sangue periférico (Vacuette)

O laboratorio recebe todo o tipo de amostras do servigo de urgéncia e dos

internamentos das enfermarias do CHUC chegando através de auxiliares de agao médica ou

através do sistema de transporte pneumatico.

Al

Figura 4: Sistema de transporte pneumatico

Em circunstancias normais, todos os tubos/contentores que chegam 4 recegao de
amostras ja estao etiquetados com a identificagao do utente (nome e nimero de processo),
com o numero de amostra e com um cédigo de barras que é lido e integrado pelo sistema

informatico do laboratorio.
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Fluxo das Amostras no Laboratério de Urgéncia

Apos a triagem inicial, em que é verificado se a amostra foi corretamente colhida e
identificada, os tubos sao integrados no sistema informatico através da leitura do codigo de
barras. Sao depois colocados na cadeia pré-analitica que centrifuga e descapsula todos os
tubos. A cadeia esta ligada aos dois Dimension®RxIMax e a pipetagem das amostras para os
parametros que executam (marcadores de necrose do miocardio e doseamento de
farmacos) é feita automaticamente nesta fase, libertando o tubo para outro equipamento.
Por fim, a StreamLab separa os tubos por diversos suportes de acordo com o equipamento
onde serao determinados os restantes parametros solicitados pelo médico. Esta sequéncia
de trabalho elimina a necessidade de aliquotas, aumentando a celeridade do processo e
minimizando o erro.

As amostras de urina, caso venham em contentor, sao transferidas para tubo,
centrifugadas em centrifuga exterior 4 StreamLab sendo os parametros analisados nos auto-
analisadores Architect. As gasimetrias sao analisadas de imediato nos gasémetros, apos
integracao no sistema informatico. As amostras de Liquido Cefalorraquidiano (LCR), apos
integracao, sao encaminhadas para o laboratorio de microbiologia e aliquotadas. Duas destas
aliquotas sao devolvidas ao “Core Lab” sendo uma utilizada para efetuar os doseamentos
bioquimicos e a outra encaminhada para o estudo citolégico por microscopia otica.

A grande maioria dos doseamentos séricos e urindrios € processada pelos dois

Architect Systems 16000 e estio divididas em 3 perfis.

Perfil |

Pretende avaliar o estado geral do utente, incluindo a fungao renal. Os rins
desempenham um papel muito importante na regulagao do equilibrio hidro-eletrolitico e
acido-base, bem como na neutralizagao e eliminagado de compostos toxicos para o
organismo através da formagao de urina e da regulagao da sua densidade e concentragao.
Para além destas fungoes, os rins sao ainda o local de sintese de varias hormonas, entre as

quais a eritropoietina (EPO), importante para a formagao dos eritrocitos.

Glicose

Os niveis de glicose no sangue sao regulados pelo pancreas endocrino através da
produgao de insulina. Os valores séricos variam ao longo do dia de acordo com a ingestao
de alimentos e a atividade fisica, por exemplo. Estados hiperglicemiantes ocorrem por

deficiéncia ou falha no mecanismo de agao da insulina enquanto a hipoglicemia se associa a
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patologias onde se incluem defeitos genéticos enzimaticos, sindrome de Reye, insulinomas,
septicémia, Insuficiéncia Renal Croénica (IRC) e disfungao hepatica, entre outros.

A determinacao da glicose sérica constitui o procedimento laboratorial mais indicado
para a avaliagao do metabolismo dos hidratos de carbono, diagnéstico e monitorizagao de
diabetes mellitus e gestacional.

A diabetes gestacional define-se como uma intolerancia aos hidratos de carbono, de
grau variavel, que é diagnosticada ou reconhecida pela primeira vez durante a gravidez e
geralmente desaparece apdés o nascimento do bebé. Durante a gravidez, as hormonas
produzidas pela placenta provocam aumentos da glicémia, levando o pancreas a segregar
mais insulina para manter a glicose materna em niveis normais. Quando esse aumento de
insulina ¢ insuficiente, o nivel de glicose sobe, podendo dar origem a diabetes gestacional. O
diagnostico da diabetes gestacional envolve duas fases distintas: a determinacao da glicémia
em jejum na primeira consulta de vigilancia pré-natal e prova de tolerancia a glicose oral
(PTGO) entre as 24 e as 28 semanas de gestagao.

Situagdes de hipoglicémia podem ser secundarias a insuficiéncia renal e/ou
pancredtica, cirurgia gastrica, metastases hepaticas ou a terapéutica excessiva com insulina.
Amostras com lipémia elevada podem causar interferéncia nos resultados.

A determinagao da glicose sérica é realizada por espetrofotometria (metodologia
enzimatica — hexoquinase): a glicose é fosforilada pela hexoquinase na presenga de ATP
(adenosina trifosfato) e magnésio, a glicose-6-fosfato com libertagio de ADP (adenosina
difosfato). A glicose-6-fosfato é oxidada pela sua desidrogenase com subsequente reducao de
NAD a NADH. O NADH produzido é medido por espetrofotometria a 340nm. A

absorvancia de NADH é diretamente proporcional 4 quantidade de glicose’.

Azoto Ureico

E o produto do catabolismo proteico endégeno e exdgeno. A urémia é determinada
pela perfusao renal, taxa de sintese da ureia e taxa de filtragao glomerular e portanto o seu
doseamento assume importancia no diagnostico diferencial da fungao renal, associado a
determinagao da creatininémia. Outras situagdes em que se apresenta em concentragoes
séricas elevadas sao: dieta rica em proteinas e atividade muscular intensa. A restricao da
ingestao de proteinas, a gravidez, a desidratagao, doengas hepaticas graves ou diminuigao da
sintese geram valores séricos diminuidos.

E determinado no soro por espectrofotometria (método cinético — urease) e a
hemolise e a bilirrubinémia acentuadas interferem nos resultados. Também pode ser

doseado na urina’.
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Creatinina

O doseamento da creatinina sérica € um método fidvel para a pesquisa de lesoes
glomerulares e/ou tubulares. O aumento destes valores sugere que o rim tem mais
dificuldade na filtragio do sangue. A capacidade de filtracdo dos rins pode ser avaliada
através das provas de depuragao da creatinina.

A creatinina € o produto metabdlico da creatina e fosfocreatina, de distribuicao
muscular quase exclusiva. A creatinina é eliminada exclusivamente pelo rim por filtragao
glomerular, nao sendo nem secretada nem reabsorvida pelo tubulo. A producao diaria de
creatinina é proporcional a2 massa muscular do individuo e mantem-se relativamente
constante, exceto nos casos de lesio por esmagamento ou doengas degenerativas que
produzam dano muscular extenso. A determinagao da creatinina sérica € o melhor critério
de avaliagao da taxa de filtragao glomerular, util no diagnostico e tratamento de patologia
renal.

O doseamento laboratorial é feito por espetrofotometria e o resultado pode ser
falseado em casos de lipémias elevadas ou de doentes com gamapatias monoclonais de

Imunoglobulina M (IgM)~

lonograma

O cloro ¢é o principal aniao do espago extracelular, é fundamental na manutengao do
equilibrio eletrolitico e acido-base. A maioria do cloro ingerido é absorvido e o excesso é
excretado pela urina. Niveis baixos de cloro sio observados em casos de vomitos
prolongados acompanhados pela perda de acido cloridrico e em casos criticos de Doenga de
Addison. Niveis elevados de cloro sao observados na acidose metabdlica associada a diarreia
prolongada com perda de bicarbonato de sodio.

O sodio é o principal catiito do espago extracelular. Aproximadamente 90% da
osmolalidade do liquido extra celular é determinada pela concentragao de sédio, assumindo
um papel fundamental na regulagao do volume de liquido no organismo. A manutengao do
equilibrio eletrolitico resulta da equagao entre a perda do iao ou o ganho de agua (e vice
versa). A diminuicao dos valores séricos de sodio pode ser devida ao uso excessivo de
diuréticos, a vomitos prolongados, diminuicao da ingestao de sddio na dieta; o seu aumento
pode estar relacionado com a ingestao excessiva de sal sem o fornecimento adequado de
agua, a desidratagao severa e pode ser verificado no Sindrome de Cushing.

O potassio € o principal catiao do espago intracelular. No compartimento extracelular
a sua concentragao € mantida dentro de limites estreitos. A manuteng¢ao do equilibrio

eletrolitico resulta da equagao entre os dois compartimentos, sendo que é fundamental na
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manutengao do potencial de membrana. A diminuigao da ingestao de potassio na dieta, uma
redistribuicao do potassio extracelular ou o aumento da perda de fluidos ricos em potassio
podem ser as causas da diminuicao dos niveis que se caracterizam por fadiga muscular,
irritabilidade, paralisia, taquicardia e eventual enfarte agudo do miocardio. Niveis
anormalmente elevados conduzem a confusao mental, fadiga geral, bradicardia e eventual
colapso do sistema vascular periférico. Causas do aumento dos niveis de potassio podem
estar ligadas a terapia venosa inapropriada, desidratacao, choque, cetoacidose diabética ou a
queimaduras graves. Em amostras com hemolise nao deve ser doseado para este parametro,
pelo seu grau de interferéncia.

A determinagao laboratorial do ionograma sérico é feita por potenciometria indireta
(ISE — elétrodo potenciométrico que consiste numa membrana seletivamente permeavel a

um Unico tipo de espécie idnica)’.

Calcio

Cerca de 99% do calcio encontra-se na forma de cristais, como fosfato tricalcico
extracelular na massa &ssea. Embora o cilcio plasmatico represente apenas uma fragao
minima, desempenha um papel muito importante na fisiologia porque é um cofator
enzimatico essencial para a transmissao do impulso nervoso, na preservagao da normal
contractilidade muscular e na cascata da coagulacdo. A sua determinagao sérica por
espetrofotometria assume importincia no diagnostico e tratamento de patologias da
paratiroide, doencas Osseas, doenga renal cronica, urolitiase e tetania. O
hiperparatiroidismo, a hipervitaminose D, o mieloma multiplo e algumas neoplasias osseas
sao causa de hipercalcémia. A hipocalcémia pode resultar de hipoparatiroidismo,
hipoalbuminémia, insuficiéncia renal ou de pancreatites.

O célcio total plasmatico resulta das fragoes ligadas a proteinas e da fragao livre
(ionizada). Os valores doseados dependem da concentragao de albumina sérica. Assim, em
situagoes de hipoalbuminémia é possivel estimar a concentragao sérica de calcio utilizando
formulas de calculo assentes em valores “normais” médios de albumina, que na verdade
corrigem o valor do cailcio, através de um valor estimado, como se a albumina tivesse
valores normais.

A férmula utilizada pelo laboratério é genérica e nao foi, portanto, desenvolvida com
base na nossa populagao hospitalar. De acordo com esta formula deve-se aumentar o calcio
total em 0,8 mg por cada g de albumina que falta para atingir o nivel médio de albumina de

4,0 g/dI:
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Calcio corrigido (mg/dL) = (4,0 - Albumina (g/dL)) x 0,8 + Ca total (mg/dL)
Os resultados obtidos sao indicativos e nao substituem o doseamento do calcio
ionizado. Constitui condicao de calculo e saida da analise a existéncia de um resultado de

albumina sérica <3.1 g/dL e de célcio total <8.8 mg/dL>.

Osmolalidade

Representa a concentragao de solutos osmoticamente ativos por quilograma de agua,
ou seja, traduz o equilibrio de todos os solutos entre os compartimentos fisioldgicos. A
concentragao de soluto no plasma e no soro determina a osmolalidade e interfere com o
movimento de fluidos através das membranas celulares. No Homem saudavel, a
osmolalidade é mantida dentro de limites fisiologicos muito estreitos (entre 280 a
295mosm/Kg de agua plasmatica) pelo equilibrio da ingestao e excrecao de agua, controlada
pela vasopressina. As moléculas que mais contribuem para a osmolalidade do compartimento
extracelular sao o sédio, a ureia e a glicose, razio pela qual os valores séricos de
osmolalidade sio passiveis de calculo®.

Formula de célculo no soro:

Osmolalidade = 1.86 (Sodio) + (glicose/18) + (azoto ureico/2,8 + 9)

Proteinas Totais

Sao todas as proteinas circulantes, nomeadamente globulinas e albumina. O seu
doseamento ¢ util no diagnostico e tratamento de patologias renais, hepaticas, alteragoes
metabdlicas e nutricionais. Situagoes de disproteinémia devem ser complementadas com a

andlise adicional da eletroforese das proteinas séricas’.

Albumina

A albumina é produzida no figado e é responsavel pelo transporte e armazenamento
de varios ligandos, pela manutengao da pressao oncoética, sendo a fonte endogena de
aminoacidos para sintese de proteinas. A sua principal fungao é a manutengao da pressao
osmotica coloidal.

A hipoalbuminémia pode resultar da diminuicdo da sua sintese (doenga hepatica),
aumento do catabolismo (inflamagao, lesao tecidular), aumento de perda (sindrome
nefrotico ou queimaduras), diminuicao da absorgao (ma absor¢ao, ma nutricao). A
hiperalbuminémia pode ocorrer em estados de grave desidratagao.

Laboratorialmente é doseada por espetrofotometria (purpura de bromocresol)?.
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Perfil 2

Avalia parametros relacionados com a fungao hepatica. O figado é dos drgaos do
corpo humano que mais sangue recebe, nomeadamente sangue venoso que vem dos
intestinos. Este facto, associado a enorme quantidade de enzimas que catalisam uma grande
variedade de reagdes cruciais a manutencao da vida, bem como a sua estrutura Unica,
tornam o figado um orgao fundamental para a regulagao dos processos metabodlicos do
organismo. Os hepatécitos sao responsaveis pelo metabolismo dos lipidos e glucidos, pela
sintese da grande maioria das proteinas do organismo e também pela desintoxicagao do
organismo através da neutralizacdo e conjugagao de varios compostos potencialmente
toxicos, como os farmacos, por exemplo.

A funcao hepatica pode ser avaliada através da determinagao sérica das bilirrubinas
(total, direta e indireta), transaminases, gamaglutamil transferase, fosfatase alcalina, lactato
desidrogenase, proteinas totais, albumina e tempo de protrombina.

A alteragao significativa de um ou mais parametros hepaticos pode significar perda de

funcio e/ou doenca do figado (hepatopatia).

Bilirrubina total e direta

Cerca de 80 a 85% da bilirrubina tem origem no metabolismo da hemoglobina
eritrocitdria e a restante produgao resulta do metabolismo do grupo heme de outras
proteinas como a mioglobina, os citocromos e as catalases, no sistema reticuloendotelial. A
bilirrubina recém-formada circula no sangue ligada a albumina sérica e é transportada para o
figado onde é captada por células parenquimatosas hepiéticas para conjugacio glucorénica. E
posteriormente excretada pelas vias biliares no intestino.

A bilirrubina total é a soma das fragoes conjugada e nao conjugada. O seu doseamento
permite avaliar a origem da hiperbilirrubinémia: pré-hepatica (anemias hemoliticas, ictericia
neonatal, doenga hemolitica do recém nascido), hepatica (hepatite, cirrose, carcinoma
hepatocelular), pos-hepatica (colestase extra-hepatica) e da hiperbilirrubinémia congénita
cronica.

Quando a bilirrubina nao é excretada, regressa ao figado e acumula-se no sangue,
havendo um aumento da sua concentragao sérica. Este fenomeno leva a que a pele adquira
uma tonalidade amarelada, condigao patologica chamada de ictericia. A avaliagao do estado e
progresso da ictericia é feita pelo doseamento da bilirrubina, e a distingao entre as fragoes
conjugada e nao conjugada da bilirrubina € uma ajuda para o diagnostico diferencial dos

varios tipos de ictericia. A ictericia pode dividir-se em trés tipos:
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Ictericia pré-hepatica — causada pelo aumento da degradagao da hemoglobina,
aumentando a quantidade de bilirrubina para ser conjugada.

Normalmente o figado nao é afetado e consegue conjugar e excretar na bilis o
excesso de bilirrubina. O aumento da bilirrubina total é acompanhado pela subida do
urobilinogénio no sangue e na urina. Este tipo de ictericia, pela sua origem, também se

designa ictericia hemolitica.

Ictericia hepatica — causada por lesao dos hepatodcitos, que perdem a capacidade
de desempenhar eficazmente as fungoes de conjugacao da bilirrubina. Esta acumula-se no
sangue e ha um aumento da quantidade de bilirrubina excretada pelos rins, aparecendo assim
na urina. Dado que a quantidade de bilirrubina direta excretada nos intestinos diminui, o

mesmo acontece ao urobilinogénio.

Ictericia pos-hepatica — causada por uma obstrugao biliar (colestase), que faz com
que a bilirrubina conjugada regresse ao figado e se acumule no sangue, de onde é removida
pelos rins e eliminada na urina. Dado que pouca ou nenhuma bilirrubina chega aos intestinos,

a quantidade de urobilinogénio formado é baixa ou nula, e as fezes serao descoradas.

As amostras para doseamento de bilirrubina devem ser transportadas ao laboratorio
ao abrigo da luz. A hemdlise interfere nos resultados (mesmo a ligeira hemolise provoca
interferéncia negativa nos resultados) e a lipémia elevada também pode provocar
interferéncia. A determinagao ¢ feita pelo método 3,5-diclorofenil-diazénio-tetrafluorborato
(DPD), por espectrofotometria. O doseamento da bilirrubina direta, ou conjugada, é util na
avaliagao da origem da ictericia: hepatica (hepatite, cirrose, carcinoma hepatocelular) e pos-

hepética (colestase extra-hepatica)™.

Transaminases

As transaminases sao enzimas que se encontram dentro dos hepatdcitos. Para a
avaliagao da fungao hepatica sao monitorizadas a aspartato aminotransferase ou transaminase
glutamo-oxaloacética (AST/GOT) e a alanina aminotranferase ou transaminase glutamo-
piruvica (ALT/GPT). As transminases catalisam a transferéncia reversivel de um grupo amina
(NH3) do aspartato/alanina para o o-cetoglutarato, formando-se glutamato e o cetoacido
correspondente ao aminoacido inicial: oxaloacetato (AST) ou piruvato (ALT). A vitamina
B12 é um cofator requerido por ambas as enzimas. A AST, além de se encontrar no figado

(principalmente no citoplasma e mitocondrias), também se encontra em varios outros
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tecidos do organismo, incluindo o musculo-esquelético, musculo cardiaco, tecido adiposo e
no cérebro, entre outros, enquanto que a ALT encontra-se predominantemente no figado

(embora apenas no citoplasma) e é mais especifica para a fungao hepatica’.

Alanina Aminotransferase (ALT)

Enzima intracelular citoplasmatica do metabolismo dos aminoacidos que catalisa a
transformagao reversivel de acidos a-ceto em aminoacidos por transferéncia de grupos
amina. A atividade hepatica é significativamente superior (10 vezes) a verificada noutros
orgaos, como o coragao e o sistema musculo-esquelético.

Valores elevados no soro indicam doenga do parénquima hepatico, com deterioragao
da integridade da membrana plasmatica do hepatécito. E mais sensivel que a AST no
diagnostico de doenca hepatobiliar. Niveis acentuadamente elevados ocorrem em situagoes
associadas a necrose hepatocelular aguda de origem virica, toxica ou circulatoria, como nas
hepatites (virica ou toxica), cirrose, mononucleose e colestase extra-hepaitica.

Laboratorialmente é determinado por espetrofotometria’.

Gama-glutamil Transferase (GGT)

Enzima que regula o transporte de aminodcidos através das membranas celulares,
catalisando a transferéncia de um grupo glutamil do glutatiao para receptores peptidicos.

O aumento da concentragao sérica corresponde, essencialmente, a origem
hepatobiliar, incluindo colestase, cirrose e doenca infeciosa hepatica, sendo um indicador
sensivel, mas nao especifico, da presenca de doenca hepatobiliar. A atividade desta enzima
microssomal aumenta com a ingestao elevada de alcool em virtude da inducao da sintese
enzimdtica em resposta a esta molécula. A metodologia laboratorial usada para o

doseamento é a espectrofotometria’.

Fosfatase Alcalina

Encontra-se em quase todos os tecidos, nas membranas celulares, com niveis mais
elevados no epitélio intersticial, tubulos renais, osteoblastos, figado e placenta. A sua fungao
metabdlica nao é completamente conhecida, mas encontra-se associada ao transporte de
lipidos a nivel intestinal e a calcificagdo dos ossos. Apresenta aumentos fisioldgicos em
criangas na fase de crescimento (intensa atividade osteoblastica e remodelagao Ossea), a
partir do 2° trimestre de gravidez devido a produgao placentaria e na menopausa devido a

osteoporose.
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A causa patoldgica mais frequente de niveis elevados desta enzima é a doenga
hepatobiliar. Doengas primarias do tecido &sseo, como por exemplo a osteomalacia,
osteogénese imperfeita ou tumores o6sseos primarios, assim como patologias secundarias,
tais como metastases esqueléticas, mieloma multiplo, insuficiéncia renal, hipertiroidismo e
acromegalia também podem condicionar niveis elevados de fosfatase alcalina. Niveis
reduzidos sao detetados na hipofosfatasia familiar, hipoparatiroidismo, acondroplasia, doenga
ossea adinamica nos doentes em didlise, nanismo pituitario e ma nutrigao. Laboratorialmente
¢é doseada por espetrofotometria e os resultados sao muito influenciados pela existéncia de

hemolise?.

Perfil 3

Engloba os parametros bioquimicos marcadores de Enfarte Agudo do Miocardio
(EAM) em cerca de 90 a 95% dos casos, de acordo com a literatura. O EAM provoca o
aumento da concentracao plasmatica de varias substancias libertadas na circulagao pela lesao
das células miocardicas: troponinas T e |, Creatina Cinase (CK), Lactato Desidrogenase
(LDH) e mioglobina. Diagnostica-se o EAM quando os niveis sanguineos dos biomarcadores
com alta sensibilidade e especificidade estao elevados em doentes com sintomas de isquemia

do miocardio.

Aspartato Aminotransferase (AST)

Enzima presente em varios tecidos, como o figado, o musculo cardiaco, musculo-
esquelético, cérebro, rins, pulmoes, pancreas, eritrécitos e leucécitos. Atividades mais
elevadas ocorrem a nivel hepatico e muscular.

O seu doseamento é feito em amostras de soro, por espectrofotometria e € util para
o diagnodstico e monitorizagao de doenga hepatobiliar, sobretudo nas doengas em que
ocorre destruicao de hepatdcitos. Pode ser util também no diagndstico e monitorizagao de
enfarte do miocardio e lesao musculo-esquelética. Podem ser encontrados niveis
aumentados em situagoes de cirrose, colestase extra-hepatica, pancreatite aguda e doenga

hemolitica®.

Creatina Cinase (CK)

Enzima que catalisa a fosforilagao reversivel da creatina por adenosina trifosfato
(ATP). E um dimero composto pela combinagio de subunidades M (Muscle) e B (Brain),
podendo existir as isoformas CK-MM, CK-BB e CK-MB. A fragago MM ¢ a mais relevante

quando se doseiam valores plasmaticos.
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E o indicador mais sensivel de lesdes musculares, com significativa relevincia no
diagnostico e monitorizagao do enfarte do miocardio. Aumenta sempre em situagoes que
envolvam necrose ou regeneragao muscular.

Doseado por espetrofotometria, sendo que as amostras hemolisadas nao devem ser

processadas’.

Lactato Desidrogenase (LDH)

Enzima que catalisa a oxidagao reversivel do lactato em piruvato, essencial para a
producao de energia muscular. O seu doseamento é Util na avaliagao de situagoes que
envolvam lesao tecidular, em diagndsticos diferenciais de anemia hemolitica e como
marcador tumoral em algumas neoplasias, tais como os tumores das células germinativas. Os
niveis séricos aumentam em casos de hepatite, nefrite glomerular, embolia pulmonar e em
algumas leucemias e linfomas. Como se trata de um marcador nao especifico, € usado em
combinagdo com outros marcadores no diagndstico e no tratamento. A determinagao
laboratorial é feita por espetrofotometria e mesmo uma ligeira hemolise interfere nos

resultados?.
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Marcadores de necrose do miocardio e de insuficiéncia cardiaca
CK-MB massa

A creatina cinase (CK) catalisa a fosforilacio reversivel da creatina por ATP. E um
dimero composto por subunidades de musculo (M) e/ou cérebro (B) que se associam para
formar as isoenzimas CK-MM, CK-MB e CK-BB. A CK-MB esta presente essencialmente no
musculo cardiaco, aumentando significativamente apds danos no miocardio. Em certa
medida, o aumento proporcional na fragago CK-MB depende da dimensio dos danos
cardiacos. As alteragoes da proporgao de CK-MB para CK total podem ser utilizadas no
diagndstico de enfarte agudo do miocardio (EAM) com melhorada sensibilidade e
especificidade através da relagio de aumento de CK-MB/CK>.

Os niveis sanguineos da CK-MB aumentam nas primeiras 6 horas de evolugao do EAM,
alcangando o seu valor maximo cerca das 14-24 horas, diminuindo depois para os valores
normais ao fim de 48 horas. Considera-se que, quanto mais elevados forem os valores da
CK-MB, maior sera o tamanho do EAM. Pode haver aumento dos valores circulantes da CK-
MB em varias situagoes nao cardiacas como por exemplo: lesdes do musculo-esquelético
por traumatismo, queimaduras, injegoes intramusculares, entre outras. Contudo, nestas
situagoes, o valor da CK-MB nao costuma ultrapassar os 5% do valor total da CK, em
virtude da concentragao da CK-MB no musculo-esquelético nao ser superior a 5%, ao passo
que, no miocardio, é de cerca de 15%*.

A CK-MB constitui o marcador bioquimico de eleigao para o peri operatério de
enfarte do miocardio durante as primeiras 48 horas apos o inicio da dor. As concentragoes
de CK-MB tém sido utilizadas também para avaliar a extensaio do EAM e de recidivas
subsequentes. No entanto, é menos especifica que a troponina™®.

A sua determinacao laboratorial é feita por ensaio imunoensaio enzimitico de um
passo, baseado no principio da “sanduiche”. A amostra é incubada com particulas de dioxido
de créomio revestidas com anticorpos monoclonais especificos para a subunidade CK-MB, e
reagente conjugado (anticorpos monoclonais especificos para a isoenzima CK-MB marcados
com B-galactosidase). Forma-se uma “sanduiche” particula/CK-MB/conjugado durante o
periodo de incubagao. O conjugado nao ligado é removido por separagao magnética e
lavagem. A B-galactosidase ligada a “sanduiche” é combinada com o substrato cromogénico
B-d-galactopiranésido vermelho de clorofenol (CPRG). A hidrolise do CPRG liberta um
cromoforo (CPR). A concentragao de CK-MB presente na amostra é diretamente

proporcional a taxa de alteragao de cor devido a formagao do CPR, medido a 577nm. Os

resultados sao apresentados em ng/mL ou u g/L.
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Troponina |

A troponina | existe em trés formas moleculares distintas, que correspondem a
isotipos especificos encontrados no musculo-esquelético de contragao rapida, no musculo-
esquelético de contracao lenta e no musculo cardiaco, respetivamente. Os isotipos do
musculo-esquelético sao semelhantes em tamanho molecular, aproximadamente 20000
Dalton, mas apresentam uma heterogeneidade da sequéncia de aminoacidos de
aproximadamente 40%. O isotipo cardiaco também exibe uma heterogeneidade de sequéncia
de cerca de 40% em relagao aos isotipos do musculo-esquelético, mas possui igualmente 31
residuos suplementares na terminagao amina, resultando num peso molecular de cerca de
24000 Dalton”®,

Varios relatérios existentes na literatura indicam que a troponina | cardiaca é
libertada para o sangue algumas horas apos o inicio dos sintomas de enfarte do miocardio e
que permanece elevada durante varios dias apds um enfarte. Os dados cumulativos obtidos a
partir destes relatorios indicam que os niveis de troponina | se tornam anormais 4 a 8 horas
apods o inicio da dor precordial, atingem o pico entre as 12 e as 16 horas e mantém-se
elevados durante 5 a 9 dias ap6s a ocorréncia de um enfarte.”*” Com base nestes estudos,
aparentemente a troponina | mantém-se elevada durante um periodo de tempo que abrange
a janela de diagnostico da CK-MB e LDH'".

Estudos clinicos sugerem igualmente uma especificidade cardiaca melhorada da
troponina |, quando comparada com a CK-MB, para a detegao de lesées do miocardio na
presenca de lesdes do musculo-esquelético'"'>.

A concentragao de troponina | cardiaca proporciona uma determinagao sensivel e
especifica das lesdes do miocardio numa larga janela de diagndstico. As elevagoes nos niveis
de troponina | cardiaca foram observadas ao longo de um espectro de sindromas coronarias
agudas, incluindo eletrocardiograma com ou sem desnivelamento do segmento ST e angina
instavel.

As troponinas cardiacas sao biomarcadores de necrose miocardica e nao apenas de
enfarte do miocardio''. As elevagdes de troponinas cardiacas em condigdes médicas que
nao enfartes foram ja bem descritas e refletem diferentes niveis de necrose miocardica, fora
de um contexto isquémico'®. Nao devem ser entendidas como “falsos positivos” e devem ser
tidas em conta devido ao elevado valor progndstico relativamente a morbilidade e
mortalidade'®.

As condigoes que podem provocar a elevagao dos valores de troponina incluem
traumatismos toracicos, cirurgia cardiaca e nao cardiaca, insuficiéncia cardiaca congestiva,

insuficiéncia renal, toxicidade cardiaca provocada por farmacos, doengas inflamatérias como
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miocardite, embolismo pulmonar, doencas infiltrativas, e doencas neurologicas agudas.
Embora o tratamento deva basear-se na causa subjacente primaria, reconhece-se que
qualquer elevagio de troponina é premonitéria de resultados adversos'”'®.

O método de doseamento da troponina | cardiaca (CTNI) é um imunoensaio
colorimétrico, altamente sensivel. A troponina é o complexo da proteina reguladora
contractil do musculo estriado. Encontra-se periodicamente ao longo do filamento fino das
miofibrilhas, em conjunto com a proteina tropomiosina. O complexo da troponina é
constituido por trés componentes polipeptidicos distintos: troponina C (o elemento de
ligagao ao calcio), troponina | (o elemento inibidor da actinomiosina ATPase) e a troponina
T (o elemento de ligacdo a tropomiosina). O complexo serve para regular a interagao
dependente do calcio entre a miosina e a actina, desempenhando assim um papel integral na
contragcao muscular.

A amostra é incubada com particulas de dioxido de crémio revestidas com
anticorpos monoclonais especificos para a troponina | cardiaca, e um reagente conjugado
(fosfatase alcalina - ALP) marcado com um anticorpo monoclonal especifico para a troponina
| cardiaca, para formar uma “sanduiche” particula/troponina | cardiaca/conjugado. O
conjugado nao ligado é removido por separagao magnética e lavagem. O equipamento
calcula e transmite automaticamente a concentragao de troponina | em ng/mL ao sistema
informatico. Os resultados deste teste devem sempre ser interpretados em conjunto com o
histérico médico do doente, estado clinico e outros dados de interesse.

O ensaio é suscetivel ao efeito provocado por doses de antigénios muito elevadas
(efeito de “prozona”), em que um excesso de antigénio impede a ligagao simultanea de
anticorpos de captura e dete¢ao a uma unica molécula de substancia a analisar. Este tipo de

amostras devem ser diluidas e o ensaio deve ser repetido.

Mioglobina

A mioglobina é uma heme-proteina de ligacdo de oxigénio do musculo estriado
(cardiaco e esquelético). Ao contrario da hemoglobina, nao tem capacidade para libertar O2
exceto numa situagcdo de pO2 extremamente reduzida. O aumento da concentragao sérica
de mioglobina ocorre apos lesio do musculo cardiaco ou esquelético, em situagoes de
ferimentos provocados por esmagamento, convulsdes, miopatias inflamatérias, injegoes
intramusculares, exercicio fisico intenso, queimaduras e enfarte do miocardio.

Numa situagao de enfarte do miocardio a mioglobina é um dos primeiros marcadores
a aumentar, cerca de | a 3 horas apos o episodio, mesmo antes do aumento dos outros

marcadores cardiacos bioquimicos (Troponina | e CK-MB)'**. O pico da mioglobina ocorre
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6 a 12 horas apos o episodio e normaliza passadas 24 a 36 horas. Apesar de nao apresentar
especificidade cardiaca assume-se de extrema importiancia na exclusao do diagnostico.
Solicitada juntamente com a troponina revela-se util no diagnéstico precoce do enfarte
agudo do miocardio.

Varios estudos demonstram a importancia da monitorizagao da mioglobina como um
auxiliar de diagnédstico, para estratificagdo de risco do enfarte do miocardio com valores
preditivos negativos que podem atingir os 100%, apds o inicio dos sintomas®"*.

O método Dimension® MYO é um imunoensaio enzimético de dois passos, baseado
no principio da “sanduiche”. A amostra é incubada com particulas de didoxido de cromio
revestidas com anticorpos monoclonais especificos para a mioglobina, para formar um
complexo particula/mioglobina. As particulas sao separadas magneticamente e o
sobrenadante é removido. Durante o segundo passo, o complexo particula/MYO ¢é incubado
com reagente conjugado (anticorpos monoclonais especificos para a mioglobina marcados
com B-galactosidase) para formar uma ‘“sanduiche” particula/mioglobina/conjugado. O
conjugado nao ligado é removido por separagao magnética e lavagem. A B-galactosidase
ligada a “sanduiche” é combinada com o substrato cromogénico B-d-galactopirandsido
vermelho de clorofenol e catalisa a hidroélise do substrato em vermelho de clorofenol (CPR).
A concentragao de mioglobina presente na amostra do doente é diretamente proporcional a

taxa de alteracao de cor devido a formacao do CPR, medido a 577nm.

Peptideo Natriurético Cerebral (BNP)

O sistema do péptido natriurético € uma familia de péptidos estruturalmente
semelhantes, mas geneticamente distintos, que inclui o péptido natriurético auricular (ANP)
e o péptido natriurético tipo B (BNP) de origem nas células do miocardio e o péptido
natriurético tipo C (CNP) de origem nas células endoteliais. Estes péptidos caracterizam-se
por uma estrutura anelar de 17 aminoacidos comuns com uma ligagao de dissulfureto entre
dois residuos de cisteina. Os péptidos natriuréticos cardiacos sao os antagonistas naturais do
sistema renina-angiotensina-aldosterona e do sistema nervoso simpatico. Promovem a
natriurese e a diurese, agem como vasodilatadores e exercem efeitos antimitogénicos nos
tecidos cardiovasculares®.

O ANP e o BNP sao segregados pelo coragao em resposta ao stress hemodinamico.
Os niveis acrescidos de BNP sao basicamente produzidos em resposta a distensao da parede
ventricular esquerda e a sobrecarga de volume. O ANP e o BNP sao predominantemente
expressos nas auriculas e ventriculos, respetivamente, e sao importantes na regulacio dos

eletrolitos, da tensio arterial e da homeostasia®?.
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O sistema de péptidos natriuréticos cardiacos é ativado no seu grau mais elevado
com a disfungao ventricular e tem um papel importante na manutengao do estado
compensado da insuficiéncia cardiaca assintomatica e no atraso da progressao da doenga. O
BNP ¢ sintetizado dentro do cardiomidcito como pré-pro-hormona (pre-pro-BNP) de 134
aminoacidos, dos quais derivam uma pré hormona (proBNP) de 108 aminoacidos e um
péptido sinal de 26 aminoacidos. A proteina precursora proBNP é entao dividida num
péptido C-terminal de 32 aminoacidos fisiologicamente ativo (BNP 77-108; BNP) e num
fragmento de pro-hormona N-terminal de 76 aminoacidos (NT-pro-BNP [-76). Os estudos
indicam que a proteina precursora pro-BNP é dividida no interior ou a superficie dos
cardiomidcitos e que tanto o NT-pro-BNP (1-76) como a molécula de BNP C-terminal
fisiologicamente ativa (77-108) sio libertados no fluxo sanguineo™®**.

O ensaio ADVIA Centaur BNP mede apenas a molécula de BNP fisiologicamente
ativa (77-108) e utiliza anticorpos monoclonais especificos da sua parte C-terminal e
estrutura anelar.

Os valores elevados de BNP que ocorrem na insuficiéncia cardiaca sao produzidos
como resposta a distensao da parede ventricular esquerda e a sobrecarga de volume, sendo

indicadores de mau prognostico.

A insuficiéncia cardiaca é uma sindrome clinica importante que compromete a fungao
sistolica ou diastdlica ventricular esquerda ou a combinagao de ambas. A insuficiéncia
cardiaca ocorre quando o coragao € incapaz de bombear sangue a uma velocidade suficiente
para as necessidades metabdlicas. As suas causas mais comuns sao a doenga das artérias
coronarias, hipertensao, doengas cardiacas valvulares cardiomiopatias. Um diagnostico exato
e precoce sao importantes dado que existem intervengoes terapéuticas eficazes (p. ex.,
inibidores da enzima de conversao da angiotensina, (B-bloqueadores) que melhoram tanto a
morbilidade como a mortalidade. Com base nos sinais e sintomas clinicos, a gravidade da
insuficiéncia cardiaca é classificada em fungao de quatro classes de crescente progressao da
doenga, de acordo com a classificagao da New York Heart Association (NYHA classes | —
V).

Varios estudos indicam que o BNP pode ser utilizado num amplo espectro de
aplicagdes clinicas, incluindo diagnéstico, monitorizagao e prognostico. Os niveis de BNP em
circulagao aumentam com a redugao da fungao ventricular esquerda e com o aumento da
gravidade clinica da insuficiéncia cardiaca, de acordo com a classificagio da NYHA, o que o

torna um teste apropriado para o diagnéstico e classificacio da insuficiéncia cardiaca®**',

32



Outros estudos demonstraram que um nivel acrescido de BNP em circulagao esta
correlacionado com uma maior incidéncia de eventos cardiacos e mortalidade em doentes
com insuficiéncia cardiaca e sindromes coronarias agudas, e apoiam a utilizagao do BNP
como marcador para o prognostico do doente®*.

O seu doseamento ¢é feito em amostras de plasma obtido por centrifugagao de sangue
total colhido com EDTA, por quimioluminescéncia e é util para diagnostico, avaliagao,
progndstico e monitorizagao terapéutica da insuficiéncia cardiaca. Acentuada hemolise das
amostras interfere nos resultados.

O ensaio ADVIA Centaur BNP é um imunoensaio totalmente automatizado do tipo
sanduiche efetuado em dois locais que recorre a tecnologia quimioluminescente direta, a
qual utiliza quantidades constantes de dois anticorpos monoclonais. O primeiro anticorpo,
no Reagente Lite, € um fragmento F(ab’) de BNP anti-humano monoclonal de rato marcado
com éster de acridina2 especifico da estrutura anelar do BNP. O segundo anticorpo, na Fase
Solida, é um anticorpo anti-humano monoclonal especifico da parte C-terminal do BNP,
ligado a particulas magnéticas.

Niveis elevados de BNP na apresentacao inicial estao associados a um risco acrescido

de mortalidade em doentes com enfarte do miocardio.
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Outros parametros bioquimicos

Proteina C reativa (PCR)

Proteina de fase aguda de elevada sensibilidade, usada para avaliagao e tratamento de
varias situagoes de infegao, inflamagao, lesao tecidular, proliferagio neoplasica e processos
necréticos. Estados inflamatorios ligeiros revelam aumentos da PCR entre 1,0 — 5,0 mg/dL,
inflagao ativa e infe¢oes bacterianas entre 5,0 — 20,0 mg/dL e inflamagdes severas e trauma
valores superiores a 20,0 mg/dL.

Evidéncias recentes demonstram que aumentos da PCR dentro dos valores de
referéncia podem ser associados a futuros eventos coronarios em individuos aparentemente
saudaveis, utilizando para o efeito métodos de elevada sensibilidade.

Neste contexto, a PCR de elevada sensibilidade podera assegurar o propodsito de
prever e avaliar o risco de episoddios cardiovasculares em individuos aparentemente
saudaveis, com doenga coronaria estavel ou sindromes coronarios agudos.

A determinagao sérica € por metodologia de imunoturbidimetria ultrassensivel, pelo

que amostras com lipémia elevada pode dar origem a resultados falseados’.

o -Amilase

A amilase pancreatica é sintetizada pelas células acinares e € uma das enzimas mais
estaveis do organismo, e catalisa o metabolismo dos hidratos de carbono provenientes da
dieta, nomeadamente o amido e o glicogénio. E excretada por filtracio glomerular e depois
50% é reabsorvida a nivel tubular.

Aumentos plasmaticos ocorrem na pancreatite aguda, parotidite, alcoolismo e
insuficiéncia renal ou ainda em consequéncia de um traumatismo no abdémen superior ou
apo6s procedimentos como a CPRE. O doseamento da alfa-amilase na urina esta indicado na
investigacao da hiperamilasémia associada com macroamilasémia ou insuficiéncia renal. A
hipoamilasémia pode ser observada na fibrose quistica avangada, doenga hepatica grave e
apods pancreatectomia.

A metodologia de doseamento laboratorial é feita pelo método CNPG3 (cloro-

nitrofenil-maltotridsido), por espectrofotometria’.
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Bicarbonato
A determinagao laboratorial do bicarbonato permite obter informagao sobre o
equilibrio eletrolitico do utente. A amostra de soro deve ser processada imediatamente para
minimizar a sua exposi¢ao ao ar, o que pode falsear os resultados.
Esta determinagao ¢ feita por método enzimatico, por espectrofotometria e € util no
diagnostico e tratamento de alteragoes do equilibrio acido-base. Valores elevados ocorrem
na acidose respiratoria compensada e na alcalose metabolica. Valores baixos ocorrem na

alcalose respiratéria compensada e na acidose metabdlica®.

Fosforo inorganico

A maioria do fésforo no organismo (80 a 85%) esta presente nos ossos como
hidroxiapatite, o restante esta na forma de fosforo inorganico e ésteres de fosfatos. O cilcio
e o fosforo apresentam uma relagao de reciprocidade habitualmente. O aumento de fésforo
sérico pode ocorrer na hipervitaminose D, no hipoparatoroéidismo, rabdomiolise, em casos
de destruicao celular hepatica e na insuficiéncia renal. Niveis séricos baixos sao observados
na deficiéncia de vitamina D, sindromes de ma absor¢ao e em situagdes que provoquem

aumento da atividade da hormona da paratiroide (PTH)

Magnésio

Cofator enzimatico, fundamental na glicolise, respiragao celular e no transporte
transmembranar de calcio. A eliminagdo renal é condicionada pela atividade da PTH. A
deficiéncia de magnésio conduz a uma diminui¢ao das fungoes neuromusculares manifestadas
por hiperirritabilidade, tetania, convulsdes e alteragoes eletrocardiograficas. Pode ocorrer
nas situagoes de alcoolismo croénico, diabetes, hipertiroidismo, hipoparatiroidismo,
hipocaliémia, sindromes de ma absorgao e pancreatite aguda. A hipermagnesémia pode
ocorrer em situagoes de insuficiéncia renal, desidratacdo, acidose diabética e doenca de

Addison. A hemdlise interfere nos resultados’.

Colinesterases
Enzimas que catalisam a hidrdlise de acetilcolina em colina e acido acético. Esta reagao
€ fundamental para a recuperagao da sinapse nervosa. Existem dois grupos de colinesterases:
acetilcolinesterases (colinesterase eritrocitaria) e pseudocolinesterases (colinesterase
plasmatica). Distinguem-se essencialmente pela hidrolise mais ou menos rapida do substrato,
acetilcolina ou butirilcolina. O doseamento € feito por espectrofotometria e esta indicado

para avaliagio de estados de deficiéncia em pseudocolinesterase, avaliagdes pré-operatorias
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e nas intoxicagoes por compostos organofosforados em que os valores baixos decorrem de
dano hepatico acentuado. Valores aumentados podem ocorrer na diabetes mellitus, doenga

corondria, sindrome de Gilbert e hiperlipoproteinémia tipo V2

Amoniaco

O amoniaco é o produto do metabolismo dos aminoacidos e ¢ doseado
laboratorialmente por espectrofotometria (método enzimatico) em amostras de plasma,
colhido para tubo com heparina-litio. A amostra deve ser centrifugada e doseada
imediatamente (20 minutos). Uma amostra deixada a temperatura ambiente durante 6 horas
duplica o valor plasmético de aménia. A hemolise e a lipémia interferem nos resultados®.

O doseamento é util no diagndstico e monitorizagao da encefalopatia hepatica e do
coma hepatico nas fases terminais da cirrose hepatica, da insuficiéncia hepatica, da necrose
aguda e subaguda e da sindrome de Reye. A hiper-amonémia em lactentes pode ser um

indicador de anomalias hereditarias do ciclo da ureia®.

Acido Urico

O 4cido urico é o principal produto do catabolismo das purinas, a sua sintese é
essencialmente hepatica e a eliminagao renal. Pode ser determinado por espetrofotometria
em amostras de soro e de urina das 24 horas, sendo que o seu doseamento esta indicado
principalmente em situagoes de hiperuricémia primaria que resulta do défice enzimatico no
metabolismo das purinas. A hiperuricémia secundaria pode estar associada a insuficiéncia
renal, doengas mieloproliferativas, doengas hemoliticas, psoriase, policitémia vera,
intoxicagao por chumbo, jejum e em doentes em tratamento com quimioterapia. A
hipouricémia ocorre em situagoes de deficiéncia da enzima purina nucledsido fosforilase,
situagoes de elevada excregao urinaria (doengas malignas, sindrome de Fanconi, Diabetes

Mellitus e no sindrome hipereosinofilico) e nos tratamentos com agentes uricosuricos’.

Densidade

Corresponde a proporg¢ao de massa de uma solugao comparada com a massa de igual
volume de 4gua. E determinada na urina e em outros liquidos biolégicos e é util para
avaliacio e monitorizacao dos disturbios hidro-electroliticos, caracterizacao de exsudatos e

transudatos. A andlise é efetuada por refratometria®.
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Procalcitonina (PCT)

E um péptido precursor da calcitonina que em individuos saudaveis é detetado no
sangue em niveis muito baixos ou mesmo indetetavel. Em situagoes de infecao de orgaos e
tecidos (rim, tecido adiposo, pulmao, figado) a segregacao para a corrente sanguinea
aumenta consideravelmente. E considerado um marcador mais eficaz na diferenciacdo entre
estados infeciosos e nao infeciosos, quando comparado com a PCR ou a contagem
leucocitaria, permitindo antecipar o tratamento. Pode ainda assumir valor prognéstico®.

A procalcitonina (PCT), a pro-hormona da calcitonina, € uma proteina de fase aguda
constituida por | 16 aminoacidos. Normalmente é produzida nas células C da tiroide, mas em
resposta a endotoxinas bacterianas ou citocinas pro-inflamatorias passa a ser produzida por
diversos tipos de células e 6rgaos, como os rins, pulmoes, tecido adiposo e figado. A PCT é
considerada atualmente um marcador diagnostico de infegao bacteriana grave e sépsis. O seu
valor normal situa-se abaixo dos 0,05 ng/mL e a sépsis condiciona niveis elevados desse
marcador no plasma. Enquanto valores entre os 2 e 10 ng/mL tornam o diagnostico de sépsis
muito provavel, valores iguais ou superiores a 10 ng/mL tornam-no quase certo. A PCT é
preferencialmente induzida por infecoes graves e generalizadas de origem bacteriana,
parasitaria ou flngica, com manifestagcoes sistémicas, enquanto infegoes virais ou SIRS
(Sindrome de Resposta Inflamatoria Sistémica) de origem nao infeciosa nao induzem
elevagoes significativas da PCT. Varios estudos concluem que proteina C reativa (PCR) é
também um marcador util para diagnostico de SIRS e sépsis. Reconhecem-se vantagens da
PCT em relagao a PCR: apos estimulo apropriado, a secrecao da PCT inicia-se dentro de 4
horas, atingindo o seu pico as 8 horas, enquanto o pico da PCR é atingido apenas as 36
horas. A semivida da PCT é de 20 a 24 horas, pelo que a normalizagao dos seus valores sera
rapida com a resolugao do quadro. Além disso, a PCT apresenta especificidade relativa para
SIRS induzida por infegoes bacterianas. Em doentes criticos pode ser dificil distinguir sépsis
de outras situagoes que cursem com resposta inflamatoria aguda, como ocorre apos
intervengdes cirlrrgicas extensas, trauma abdominal, ou faléncia multiorginica.** Um aumento
moderado nas concentragoes de PCT é expectavel em alguns doentes, apds certos tipos de
cirurgias, como por exemplo, em cirurgias abdominais extensas ou retroperitoneais, na

auséncia de infecio®.
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Gasimetria

O estudo dos gases no sangue arterial é seguramente o teste da fungao respiratoria
mais frequentemente efetuado nos dias de hoje. Em pneumologia é um elemento
fundamental na avaliagao da fungao respiratéria nas diversas patologias que a alteram, mas
também nas situagoes de urgéncia e nos cuidados intensivos € hoje uma rotina.

Os fatores que levaram a sua grande utilizagao resultam de que, em temos
fisiopatologicos, a andlise dos gases do sangue arterial permite obter uma informagao global
e em tempo real dos diversos processos envolvidos na respiragao, assim como do equilibrio
4cido-base®'.

A facilidade de obtencao de amostras, independentemente da gravidade do doente,
sem necessidade nem dependéncia da sua colaboragao e a possibilidade de obter resultados
rapidamente com os modernos analisadores automaticos sao também fatores que tém
levado a sua generalizagao.

Geralmente, esta amostra é colhida da artéria radial no pulso, por um médico. A
colheita de sangue deve ser feita para uma seringa com heparina/litio como anticoagulante.
Homogeneizar invertendo suavemente e enviar de imediato ao laboratério para determinar
o valor da concentragao de oxigénio e de dioxido de carbono no sangue, bem como o pH,
célcio ionizado e lactatos*'.

pH - A manutengao do valor de pH é essencial para a homeostasia do organismo. O
valor de pH é considerado dentro de valores normais quando se encontra dentro do
intervalo 7,35 e 7,45. O metabolismo celular necessita que a concentragao dos ides de
hidrogénio esteja dentro de limites bem definidos. Os pulmoes e os rins sao os orgaos

responsaveis pela regulagao deste equilibrio.

PaCO, - Exprime a eficacia da ventilagao alveolar, dada a grande difusibilidade deste
gas. Se existe uma maior ventilagao alveolar, elimina-se mais CO, e a PaCO, diminui.
Descreve a componente respiratoria do equilibrio acido base. O valor da PaCO, ¢é

considerado normal entre 35 e 45mmHg.

HCO, - O iao de bicarbonato é o principal elemento do sistema tampao do
organismo. As alteragoes na concentragao de bicarbonato encontradas no sangue arterial
podem desencadear desequilibrios acido-base por disturbios metabdlicos. O valor de HCO,

é considerado normal entre 22 e 28 mEq/L.
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PaO, — Expressa a eficacia das trocas de oxigénio entre os alvéolos e os capilares
pulmonares. E um indicativo da capacidade dos pulmoes em fornecer oxigénio ao sangue. O

valor da PaO, deve ser superior a 80 mmHg, diminuindo em fungao da idade.

Sa0O, - Corresponde a percentagem de hemoglobina no sangue arterial que se

encontra ligada ao oxigénio e é considerado um valor normal quando superior a 95%.

Tabela I: Resumo das alteragoes diagnosticadas e monitorizadas com Gasimetria.

Acidose respiratoria compensada * pH normal , PaCO; aumentada e HCO:™ normal

Alcalose respiratoria compensada * pH normal, PaCO, diminuida e HCO; normal

Acidose respiratoria descompensada/

P . * pH diminuido, PaCO, aumentada e HCO; normal
Acidémia respiratoria

Alcalose respiratoria descompensada/

Alcalémia respiratéria * pH aumentado, PaCO, diminuida e HCO; normal

Acidose metabolica compensada * pH normal, HCO;” dinunuido e PaCO, normal

Alcalose metabélica compensada * pH normal, HCO;" aumentado e PaCO; normal

Acidose metabolica descompensada/

Acidémia metabélica * pH dinunuido, HCO;3” duminuido e PaCO; normal

Alcalose metabolica descompensada/

Alcalémia metabélica * pH aumentado, HCO; aumentado e PaCO, normal

A acidose lactica pode ocorrer com uma reduzida perfusao tecidular ou sem indicios
claros de hipdxia dos tecidos. As doengas associadas a uma reduzida oxigenagao dos tecidos
incluem a insuficiéncia cardiaca congestiva e as anemias graves.

As doengas associadas ao segundo tipo incluem a diabetes mellitus, a insuficiéncia renal e as
doengas hepaticas, nas quais a produgao do acido lactico pode estar elevada ou a sua
eliminagao inadequada. O lactato assume-se como um indicador de hipoferfusao tecidular

localizada ou difusa.
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Doseamento de Farmacos e Drogas de Abuso
O doseamento de farmacos pode ser feito em amostras de soro ou de plasma colhido
com os anticoagulantes heparina, citrato ou EDTA por imunotubidimetria no

Dimension®RxIMax, exceto nos casos em que é referido outro método ou equipamento.

Antibioticos Aminoglicosideos

Apo6s a descoberta da estreptomicina em 1944 por Waksman, a partir do
actinomicete Streptomyces griseus, os aminoglicosideos tornaram-se uma importante classe de
antibioticos, contribuindo para um grande avang¢o na medicina, nomeadamente no
tratamento da tuberculose. Vérias caracteristicas desta classe tém contribuido para este
sucesso como, por exemplo o facto de serem antibidticos de largo espetro, apresentarem
efeito pos-antibiotico, agao bactericida dependente da concentragao e baixo custo. Em 1949
surgiu a neomicina isolada a partir de Streptomyces fradiae seguindo-se, em 1957, a
canamicina isolada a partir de Steptomyces kanamyceticus. A gentamicina foi isolada a partir do
actinomicete Micronospora purpurea em 1963 e a tobramicina foi produzida a partir do
Streptomyces tenebrarius em 1967. A amicacina nasce em 1972 como derivado semissintético
da canamicina e, quatro anos depois, foi introduzida a netilmicina, derivado semissintético da
sisomicina. A descoberta destes compostos deu origem a criagdo de um novo grupo de
antibioticos, bastante homogéneo, o dos aminoglicosideos. Depois de ser conhecida a
relagao entre a estrutura quimica e a agao farmacoldgica por um lado e os mecanismos de
resisténcia por outro, novos aminoglicosideos passaram a ser obtidos por processos

semissintéticos*.

Tabela 2: Antibioticos que inibem a sintese proteica nos ribossomas.

Inibigéo da sintese proteica nos ribossomas

Bactérias Gram negativas
aerdbias (Klebsiella sp., Serratia
sp., Enterobacter sp.,
Fseudomonas sp.) e

Aminoglicosideos
(Estreptomicina,
Gentamicina, Canamicina e

30s Amicacina) Staphylococcus aureus
Vibrio cholerae, Mycobacterium
Tetraciclinas leprae, Brucella sp.,
(Doxiciclina) Rickeftsiaceae, Chlamydia sp. e

Mycoplasma sp.
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Sao antibidticos usados no tratamento de infegoes causadas por bactérias Gram
negativas aerobias. Exemplos desta classe de antibidticos sao a gentamicina, tobramicina e
amicacina usados no tratamento inicial de sépsis graves como infe¢oes nosocomiais em
combinagao com os B-lactdmicos e a estreptomicina e a canamicina indicados no tratamento
da tuberculose e brucelose.

De forma geral, os aminoglicosideos apresentam uma rapida agao bactericida,
dependendo da dose administrada: quanto maior a dose mais rapidamente exercem o efeito
bactericida e maior a duragao de agao. Para além disso, é também caracteristico deste grupo
farmacolégico o efeito pos-antibidtico que exerce, ou seja, a atividade antibacteriana residual
persiste mesmo apods atingirem concentragoes plasmaticas inferiores as concentragoes
inibitorias minimas dos microrganismos. Estas propriedades farmacodinamicas sugerem uma
maior eficacia em toma Unica diaria, apesar de a sua semivida plasmatica ser bastante curta e
por isso a administragao menos frequente de doses mais elevadas podera maximizar o efeito
bactericida do farmaco. O espetro de agao destes farmacos é, de modo geral, bastante
alargado, abrangendo nao s6 bactérias gram-negativas e gram-positivas como ainda o bacilo
de Koch. Assim, e apesar da introdugao nas ultimas décadas de antibioticos potentes e
menos toxicos, os aminoglicosideos tém desempenhado um papel importante no tratamento
de infecdes causadas por bacilos gram-negativos, enterococos e estreptococos. E frequente
o uso combinado com beta-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas e carbapenemos) de forma
a obter-se um efeito sinérgico no tratamento de infe¢oes graves por bacilos gram-
negativos®.

Estes antibidticos penetram no interior das bactérias Gram negativas, por difusao
facilitada nas purinas presentes na membrana externa. O local de agao é a subunidade 30s
dos ribossomas, que € composto por vinte e uma proteinas e uma molécula 16s de ARN. O
antibiético aminoglicosideo liga-se a proteina 12s na subunidade 30s ribossomica, o que leva
a um erro de leitura do cédigo genético. A sintese proteica pode ser inibida de duas formas
diferentes, por interferéncia sobre o complexo de iniciagao ou a leitura erronea do ARNm,

que leva a incorporagao de diferentes aminoacidos, resultando numa proteina nao funcional.
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Gentamicina
E um antibidtico aminoglicosideo de largo espectro utilizado no tratamento de
infecoes bacterianas graves causadas por bactérias aerobias Gram-negativas.

=~
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Figura 5: Estrutura quimica da gentamicina.

Distribui-se  sobretudo no liquido extracelular (altamente hidrofilico). A
farmacocinética apresenta uma grande variabilidade inter e intra-individual, sendo
fundamental para a otimizagao da terapéutica proceder a monitorizagao sérica e ajuste
farmacocinético. E recomendada a avaliagio semanal de creatinina e BUN (Blood Urea
Nitrogen), para avaliagao da eficacia e/ou toxicidade do regime posologico utilizado.

A colheita deve ser feita de preferéncia, apés o estado de equilibrio, ao fim da terceira
toma. Em multidose deve ser colhida a amostra em vale (30 minutos antes da administragao)
e em pico (I hora apos o término da infusao de 30 minutos ou da injegao intramuscular).
Pode ocorrer reatividade cruzada com outros aminoglicosideos de estrutura semelhante

(como por exemplo a netilmicina)®.

Tobramicina

E um antibiético de largo espectro utilizado no tratamento de infecées bacterianas
graves causadas por bactérias aerobias Gram negativas. Pode ser doseado por
imunoturbidimetria em soro ou plasma com os anticoagulantes heparina, citrato e EDTA.
Amostras lipémicas interferem nos resultados. Possivel reatividade cruzada com outros

aminoglicosideos de estrutura quimica semelhante. Devem avaliar-se, pelo menos

semanalmente, os valores de creatinina sérica®.

Amicacina

A amicacina pertence a familia da canamicina, tal como as canamicinas A e B e a
tobramicina; todos caracterizados por possuirem dois amino-agucares ligados diretamente a
2-desoxiestreptamina. A amicacina é um derivado semissintético da canamicina A por

acilagao do grupo |-amino da 2-desoxiestreptamina com o acido 2-hidroxi-4-aminobutirico.
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Tal como as restantes moléculas dos aminoglicosideos, a amicacina apresenta um elevado
numero de radicais OH e NH que a tornam uma molécula policationica com caracteristicas
basicas de elevada polaridade que |Ihe conferem elevada solubilidade em agua mas que a
tornam praticamente insoluvel nos lipidos. Estas caracteristicas nao so6 influenciam o seu
comportamento farmacocinético como comprometem a sua atividade antimicrobiana a pH
acido e em condi¢oes de anaerobiose®.

Em particular, o espetro de atividade da amicacina é dos mais amplos de todo o grupo.
Em virtude da sua resisténcia a muitas das enzimas que inativam varios aminoglicosideos, a
amicacina desempenha um papel, por enquanto, essencial a nivel hospitalar onde prevalecem
microrganismos resistentes a gentamicina e a tobramicina. A amicacina mostra-se ativa
contra a grande maioria dos bacilos gram-negativos aerdbios incluindo Serratia, Proteus,
Klebsiella, Entereobacter e Escherichia coli que sio resistentes a gentamicina e tobramicina. E
particularmente ativa sobre a Pseudomonas aeruginosa e o Acinetobacter baumannii. Assim, a
amicacina é atualmente utilizada no tratamento de varias infecoes, destacando-se: infecoes
nosocomiais do trato respiratorio inferior, incluindo pneumonia grave; infegoes intra-
abdominais, incluindo peritonite; infe¢oes do trato urinario, complicadas ou recorrentes;
infecoes da pele e dos tecidos moles, incluindo infecoes de queimaduras; endocardite
bacteriana; septicémia bacteriana incluindo sépsis neonatal; infe¢oes intra-abdominais pos-
operatérias®.

O espetro da atividade da amicacina é o maior do grupo dos aminoglicosideos. Quanto
a margem terapéutica a amicacina apresenta uma concentragao maxima entre 20 a 35 pg/ml
e uma concentragao minima entre | a 8 pg/ml. A dose de amicacina deve ser ajustada
individualmente a cada doente de acordo com o peso corporal ideal e a fungao renal.

Utilizada no tratamento de infe¢oes bacterianas sensiveis quando outros antibioticos
menos toxicos nao sao efetivos. Nos seus efeitos toxicos inclui-se a nefrotoxicidade e
ototoxicidade, mais frequentes ainda nos doentes com compromisso renal. A
farmacocinética apresenta uma grande variabilidade inter e intra-individual, sendo
fundamental, para a otimizagao da terapéutica, proceder a monitorizagao sérica e ajuste
farmacocinético. Deve avaliar-se semanalmente creatinina e BUN. A colheita deve ser feita,

de preferéncia, apos o estado de equilibrio, ao fim da terceira toma.
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Netilmicina

Esta indicada no tratamento das seguintes infe¢oes graves, provocadas por bactérias
sensiveis a netilmicina: bacteriémia, septicémia (incluindo septicémia neonatal); infegoes
graves das vias respiratorias; infecoes renais e urogenitais, se outros antibioticos menos
toxicos foram ineficazes ou contraindicados; infegoes da pele e dos tecidos moles (incluindo
queimaduras, feridas, infe¢coes peri operatorias: s6 se os microrganismos forem sensiveis e se
outros antibioticos forem contraindicados); infe¢coes intra-abdominais (incluindo peritonite)
e infegoes do trato gastrintestinal.

A netilmicina esta recomendada como terapéutica inicial, em associagaio com um
antibiotico beta-lactamico, em infegoes graves, quando o microrganismo ainda nao foi

identificado ou, com terapéutica apropriada em caso de infegao anaerobia.

Vancomicina

Glicopéptido triciclico que tem como mecanismo de agao a inibicdo da sintese da
parede celular das bactérias sensiveis por meio da sua ligagao de alta afinidade a extremidade
terminal D-alanil-D-alanina de unidades percursoras da parede celular, impedindo o
alongamento do peptidoglicano e a ligagao cruzada. A vancomicina € utilizada em situagoes
de sépsis ou endocardite causadas pelos estafilococos resistentes a meticilina, apesar de nao
ser tao efetiva como a penicilina. Assim, tende a ser usada em associagao com a gentamicina,
em caso de alergia a penicilina. Também é recomendada, em associagao com a 7 ceftriaxone,
cefotaxima ou rifampicina no tratamento da meningite pneumocodcica resistentes a

penicilina®.

Acetaminofeno (paracetamol)

O acetaminofeno é um firmaco com propriedades analgésicas e antipiréticas. A
absorc¢ao gastrointestinal é rapida e completa com um pico plasmatico maximo 20 a 30
minutos ap6s a administragao. A metabolizacdo é hepatica e envolve a glucoronidagao em
90% da dose. As criangas tém menor capacidade de glucoronidagao que os adultos. Apenas
uma pequena percentagem do farmaco é excretado na forma inalterada. O tempo de semi-
vida plasmatica é de 2 a 3 horas. Doses excessivas ou prolongadas podem induzir toxicidade,
sendo a hepatotoxicidade a situagdo mais comum mas podem também ocorrer: necrose
tubular aguda, pancreatite e necrose miocardica. A overdose de paracetamol pode causar

danos hepaticos severos e pode resultar em insuficiéncia hepatica e morte. A necrose
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hepatica pode ser esperada apods a absorgao de 15,8 g de acetaminofeno num adulto de 70

Kg. A dose média terapéutica é de 20 mg/Kg.

A metodologia usada para o doseamento é a espetrofotometria. A colheita deve ser
feita 4 horas apos a administracdo. Amostras moderadamente ictéricas interferem nos
resultados e pode ocorrer reatividade cruzada com outros compostos p-aminofendlicos e

N-acetilcisteina.

Farmacos anti-epiléticos

Acido valpréico (2-icido propilpentandico) é um medicamento anticonvulsivo de
largo espectro, utilizado no tratamento da epilepsia. Estd comercializado na forma
intravenosa e oral, e utiliza-se em monoterapia ou em associagao com outros antiepiléticos,
quer para o tratamento imediato da crise quer na sua profilaxia. Tem também agao sobre o
humor nas psicoses maniaco-depressivas e pode ser util na profilaxia da enxaqueca. A
colheita deve ser feita, de preferéncia, apés o estado de equilibrio, ao fim de 3 a 4 dias, 30

minutos antes da toma.

Carbamazepina: quimicamente diferente dos outros anticonvulsivantes
apresentando por isso algumas vantagens terapéuticas. E um derivado dos antidepressivos
triciclicos, usado em primeira linha na profilaxia anti-epilética a longo prazo.

A farmacocinética deste tipo de moléculas apresenta uma grande variabilidade inter e
intra-individual devido a fatores como a via de administracdo, a forma medicamentosa e as
caracteristicas do doente. A monitorizacio das concentracoes séricas dos farmacos ¢é
fundamental durante a instituicio da terapéutica, para o ajuste das dosagens. Sao
recomendadas avaliagoes periodicas das enzimas hepaticas, hemograma completo, aménia e
sodio para determinacao da eficacia e/ou toxicidade do regime posolégico utilizado.

A colheita deve ser realizada, de preferéncia, apos ser atingido o estado de equilibrio,
normalmente ao fim de 2 a 10 dias. A administracdo concomitante de cetirizina ou de

hidoxizina podem interferir nos resultados.

Fenitoina
E um farmaco anticonvulsivante indicado no tratamento da epilepsia, de convulsoes
corticais focais e da epilepsia do lobo temporal. A toxicidade esta frequentemente

relacionada com a dosagem e afeta principalmente o sistema nervoso central. A
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monitorizacao das concentragoes séricas do farmaco é fundamental durante a instituicao da
terapéutica, para o ajuste das dosagens. Devem monitorizar-se periodicamente as enzimas

hepaticas, a amonia, a albumina, o sédio e os parametros hematologicos.

Fenobarbital

Esta indicado no tratamento de crises epiléticas, crises febris e convulsées. Os
sintomas de toxicidade do fenobarbital incluem sedagao, ataxia, excitagao paradoxal,
discrasia sanguinea (incluindo disturbios da coagulagdo em recém-nascidos de maes que
tomaram o farmaco durante a gravidez), alteragoes hepaticas, erupgoes cutaneas (incluindo
formas esfoliativas graves), osteomaldcia e coma. A monitorizagao das concentragoes séricas
do farmaco é fundamental durante a instituigio da terapéutica para o ajuste das dosagens. E
recomendada a avaliagdo periodica do estado mental e a determinagao de hemograma

completo.

Digoxina

A digoxina é um glicosideo utilizado no tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva
e de certos tipos de arritmias cardiacas. A intoxicagao por digoxina € um problema
relativamente comum e grave em termos clinicos, devido a sua estreita margem terapéutica,
que pode resultar de uma combinagao entre variados fatores, com muitos dos sinais de
toxicidade a sobreporem-se aos da doenga cardiaca. A farmacocinética apresenta uma
grande variabilidade inter e intra-individual, sendo pois fundamental para a otimizagao da
terapéutica proceder a monitorizagdo sérica e ajuste farmacocinético. Sao recomendadas
avaliagoes semanais de creatinina, potassio, magnésio e calcio. A colheita deve ser realizada,
de preferéncia, apos ser atingido o estado de equilibrio. Amostras acentuadamente lipidicas
interferem nos resultados e pode ocorrer reatividade cruzada com outros digitalicos e com
a espironolactona. A metodologia laboratorial usada para a sua determinagao é

imunoenzimatica, por espectrofotometria.

Teofilina

A teofilina e um derivado da metilxantina, amplamente utilizada no tratamento da
asma, doenga pulmonar obstrutiva cronica e apneia do recém-nascido. De uma forma geral
tem uma agao estimulante a nivel do sistema nervoso central e mais especifica a nivel do

centro respiratorio. Com a sua estreita margem terapéutica, passa-se rapidamente de uma
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acao terapéutica broncodilatadora para os seus efeitos adversos que vao de nauseas e
vomitos, dores, cefaleias, insonia, a taquicardia e a arritmias ventriculares e morte. Amostras

lipémicas interferem nos resultados.

Metotrexato

E um farmaco com agio antineoplasica utilizado no tratamento da leucemia®, linfoma
nio-Hodgkin, cancro da mama e do pulmao**, psoriase, artrite reumatoide, doenca de
Crohn e noutras de caracter autoimune. E doseado no soro por fluorescéncia de

polarizagao.

Barbituricos

Os barbitiricos tém agao depressiva do sistema nervoso central e sio usados na
clinica para agao sedativa e hipnotica. Quando utilizados como substincia de abuso sao
administrados oralmente sob a forma de comprimidos ou dissolvidos e injetados
hipodermicamente. Dependendo do grau de solubilidade nos lipidos, os barbituricos sao
geralmente caracterizados por uma agao curta, intermédia ou longa. Os mais associados ao
abuso sao os de agao curta e intermédia. Os periodos de semi-vida variam entre as 20 e as
120 horas. Podem ser doseados no soro por método enzimatico (espetrofotometria) e na

urina por teste imunocromatografico.

Benzodiazepinas

As benzodiazepinas sao farmacos com atividade sedativa e hipndtica de utilizagao
essencialmente terapéutica, mas também passiveis de abuso. A utilizagio cronica de
benzodiazepinas pode provocar dependéncia fisica e as situagoes de abstinéncia cursam com
insonia, agitagao, irritabilidade, tensao muscular e nos casos mais graves, alucinagoes, psicose
e convulsoes. O abuso crénico pode resultar em intoxicagao e induzir severas alteragoes ao
nivel do sistema nervoso central. A metabolizagao da maioria das benzodiazepinas é hepatica
e a eliminagao é renal. O metabolito mais comum é o oxazepam constituindo o indicador de
maior utilidade na avaliagao dos estados de abuso. Podem ser doseados no soro por método

enzimatico (espetrofotometria) e na urina por teste imunocromatografico.
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Alcoolémia

O alcool é a substancia toxica mais frequentemente encontrada no ambito médico-
legal. Para além das questoes legais o seu doseamento, € util na avaliagao e tratamento de
estados de dependéncia bem como de intoxicagao. O alcoolismo é uma importante causa de
doenga e faléncia hepatica constituindo também uma causa de morte assinalavel. A absorcao
é rapida, por difusao, iniciada no estomago (20%) mas é essencialmente intestinal (80%).
Cerca de | hora apds a ingestao, a distribuicdo no compartimento aquoso é completa
podendo ser doseado no sangue mesmo antes deste periodo. A metabolizagao hepatica é
rapida, originado inicialmente acetaldeido e depois acetato, precursor de acetil-CoA. Cerca
de 5% da dose ingerida é excretada de forma inalterada pelos pulmoes e rins,
essencialmente.

Nao se deve usar alcool na desinfegao da pele para a pungao de colheita e a amostra
deve ser enviada imediatamente ao laboratorio. Para o seu doseamento pode ser utilizado
soro ou plasma com os anticoagulantes heparina-litio, heparina-soédio, EDTA, fluoreto de

sodio e oxalato de potassio.

Doseamento hormonal sérico

O tratamento da infertilidade é uma area da Medicina complexa e sujeita a evolugao e
progressos constantes. A infertilidade é definida pela OMS como a incapacidade de um casal
conceber ap6s um periodo de um ano de relagoes sexuais desprotegidas e regulares. Esta
tem vindo a crescer, fruto de multiplos fatores em que a idade, cada vez mais avangada, da
primeira gravidez assume um papel preponderante. Afeta cerca de 14% da populagao na
maior parte dos paises e entre estes casais s6 uma pequena propor¢ao tera uma esterilidade
definitiva, o que representa 3-5% dos casais em idade reprodutiva.

Hormonas sao mensageiros quimicos produzidos pelo organismo, estando envolvidas
no processo de produgao de espermatozoides e ovocitos. Quando ocorrem problemas com
o seu funcionamento, poderao surgir dificuldades em conseguir uma gravidez. Pelo menos
20% das mulheres com problemas de infertilidade sofrem de perturbagoes hormonais, que
causam problemas na ovulagao. O recurso a medicamentos indutores da ovulagao € uma das
solugoes clinicas habitualmente utilizadas nestas situagoes.

A produgao de ovdcitos envolve a interagao de diferentes hormonas. O processo
inicia-se no hipotalamo com a produgao da hormona libertadora das gonadotrofinas (GnRH).
Esta vai estimular a hipofise a libertar a hormona foliculo-estimulante (FSH) que vai atuar

sobre os ovarios, promovendo o desenvolvimento de foliculos.
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Os foliculos produzem estrogénios, que estimulam a hipofise a libertar outra
hormona: a LH, ou hormona luteinizante, que promove a rutura do foliculo e a libertagao do
ovocito. A partir do foliculo sai o corpo amarelo (corpo luteo), que por sua vez produz
outra hormona, a progesterona, que prepara o Utero para que este se torne num ambiente
favoravel a implantagao do ovocito fertilizado.

Para agilizar o processo, com uma resposta 24/24 horas durante os 7 dias da semana,
os pedidos de doseamentos hormonais da consulta de fertilidade (FSH, LH, progesterona e

hCG) sao processados e validados no laboratorio de urgéncia.

Hormona Foliculoestimulante (FSH)

A hormona foliculoestimulante (FSH) é uma hormona glicoproteica com duas
subunidades. A subunidade alfa é semelhante as da hormona luteinizante (LH), da
gonadotropina coridénica humana (hCG) e da hormona estimulante da tiroide (TSH). A
subunidade beta é diferente das de outras hormonas glicoproteicas e confere a sua
especificidade bioquimica®.

A FSH ¢é segregada pela pituitaria anterior em resposta a hormona libertadora de
gonadotropina (GnRH) segregada pelo hipotalamo.* Tanto em homens como em mulheres,
a secrecao de FSH ¢é regulada por um equilibrio de mecanismos de resposta positiva e
negativa que envolvem o eixo hipotalamico-pituitario, os 6rgaos reprodutivos e as hormonas
pituitarias e esteroides sexuais®®*”. A FSH e a LH tdm um papel critico na manutengio do

normal funcionamento dos sistemas reprodutores masculino e feminino.

Tabela 3: Tecidos alvo e as agoes da FSH em mulheres e homens

Categoria Tecidos alvo Acgoes

mulheres foliculos dos ovarios estinmila o desenvolvimento dos foliculos e a producio de
estradiol e outros estrogénios durante a fase folicular do
ciclo menstruall
age sinergisticamente com a LH para originar a ovulacio?

homens células de Sertoli nos tibulos estimula a espermatogénese
seminiferos dos testiculos

Os niveis anormais de FSH, com os correspondentes niveis acrescidos ou reduzidos
de LH, estrogénios, progesterona e testosterona, estao associados a uma série de condigoes
patologicas.”” Os niveis acrescidos de FSH estio associados a menopausa e a hipofungio

primaria dos ovarios nas mulheres e ao hipogonadismo primario nos homens.
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Os niveis reduzidos de FSH estao associados a hiperfungao primaria dos ovarios nas
mulheres e ao hipergonadismo primario nos homens. Os niveis normais ou reduzidos de
FSH estao associados a doenga policistica dos ovarios nas mulheres.

O ensaio ADVIA Centaur CP FSH é um imunoensaio do tipo sanduiche efetuado em
dois locais que recorre a tecnologia quimioluminométrica direta, a qual utiliza quantidades

constantes de dois anticorpos que tém especificidade em relagao a molécula de FSH intacta.

Hormona luteinizante (LH)

A hormona luteinizante (LH) é uma hormona glicoproteica com duas subunidades. A
subunidade alfa é semelhante as da hormona foliculoestimulante (FSH), da gonadotropina
corionica humana (hCG) e da hormona estimulante da tiroide (TSH). A subunidade beta é
diferente das de outras hormonas glicoproteicas e confere a sua especificidade
bioquimica**°.

A LH é segregada pela pituitaria anterior em resposta a hormona libertadora de
gonadotropina (GnRH) segregada pelo hipotdlamo**. Nos homens, a LH também se chama
hormona estimulante das células intersticiais**’. Tanto em homens como em mulheres, a
secre¢ao da LH é regulada por um equilibrio de mecanismos de resposta positiva e negativa
que envolvem o eixo hipotalamico-pituitario, os orgiaos reprodutivos e as hormonas

pituitarias e esteroides sexuais**

. A LH e a outra gonadotropina pituitaria, a FSH,
desempenham um papel critico na manuten¢ao do normal funcionamento dos sistemas
reprodutores masculino e feminino.

Tabela 4: Tecidos alvo e as acdes da LH em mulheres e homens**

Categoria Tecidos alvo Acgoes
mulheres celulas da teca dos foliculos ovaricos + estimmla a produgio de androgenos que a FSH converte
em estradiol durante a fase folicular
foliculo graafiano * age sinergisticamente com a FSH para originar a
ovulagdo durante o pico a meio do ciclo
corpo liteo + estimmla a formacio do corpo liteo apos a ovulacio
+ estinmla a secrecdo de progesterona durante a fase
lutea
homens células de Leydig no tecido infersticial  + estinmla a secrecio de testosterona

dos testiculos

Os niveis anormais de LH, com os correspondentes niveis acrescidos ou reduzidos
de FSH, estrogénios, progesterona e testosterona estao associados a uma série de condigoes

patoldgicas. Os niveis acrescidos de LH estio associados & menopausa, a hipofuncao
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primaria dos ovarios e a doenca poliquistica dos ovarios nas mulheres e ao hipogonadismo
primario nos homens. Os niveis reduzidos de LH estao associados a hiperfungao primaria
dos ovarios nas mulheres e ao hipergonadismo primario nos homens.

O ensaio ADVIA Centaur CP LH é um imunoensaio do tipo sanduiche efetuado em
dois locais que recorre a tecnologia quimioluminométrica direta, a qual utiliza quantidades
constantes de dois anticorpos que tém especificidade em relagio a subunidade beta da
molécula de LH intacta.

A administragio de hormona libertadora de gonadotropina (GnRH), citrato de
clomifene e gonadotropina humana de menopausa (hMG) em mulheres pode resultar em
valores endogenos de LH elevados, enquanto a administragcio de estrogénios ou
testosterona pode resultar em valores endégenos de LH reduzidos. A administracao de
hMG em homens pode resultar em valores endégenos de LH elevados, enquanto a

administragao de testosterona reduz os valores endogenos de LH.

Progesterona

A progesterona, em conjunto com os estrogénios, regula as fungdes do trato
reprodutivo durante o ciclo menstrual. A progesterona € critica na preparagao do
endométrio para a implantagio do blastocisto e na manutencao da gravidez. As principais
fontes da progesterona nas mulheres sio o corpo liteo e a placenta. Fontes menos
significativas de progesterona sao o cortex supra-renal no homem e mulher e os testiculos
nos homens.

Os niveis de progesterona sao baixos durante a fase folicular do ciclo menstrual.
Apos a ovulagao, a produgao de progesterona pelo corpo liteo aumenta rapidamente,
atingindo a maxima concentragao 4 a 7 dias apos a ovulagao. Estes niveis sao mantidos
durante 4 a 6 dias e depois caem para os niveis de referéncia, induzindo a menstruagao.’"*
Durante a gravidez, os niveis de progesterona sobem de forma estavel até aos niveis mais
altos no terceiro trimestre.

A avaliagao da progesterona confirma a ovulagao e a fungao litea normal nas
mulheres nao gravidas. Uma produgao inadequada de progesterona pelo corpo liteo pode
indicar deficiéncia da fase litea (LPD), a qual esta associada a infertilidade e aos abortos
precoces>>™*,

As mulheres que utilizam contracetivos orais tém niveis de progesterona
suprimidos®.

O ensaio ADVIA Centaur CP Progesterona € um imunoensaio competitivo que

recorre a tecnologia quimioluminescente direta.
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Com o aparecimento de novos medicamentos a base de esteroides (anilogos) de
estrutura quimica semelhante a progesterona, existe a possibilidade de reatividade cruzada e
resultados falsamente elevados. Para fins de diagnostico, os resultados devem sempre ser
avaliados em conjunto com o historial médico do doente, avaliagao clinica e outros dados de

interesse.

Gonadotrofina Coriénica Humana (hCG)

A gonadotrofina coridnica humana (hCG) é uma glicoproteina com duas subunidades
nao ligadas por covaléncia. A subunidade alfa é semelhante as da hormona luteinizante (LH),
da hormona foliculoestimulante (FSH) e da hormona estimulante da tiroide (TSH)***".

A subunidade beta da hCG difere de outras hormonas glicoproteicas pituitarias, o
que resulta nas suas propriedades bioquimicas e imunolodgicas Unicas. A hCG é sintetizada
pelas células da placenta e esta implicada na manutengao do corpo luteo durante a gravidez.
Deteta-se logo na primeira semana apés a concegio.”® Na gravidez, os niveis de hCG
aumentam exponencialmente durante 8 a 10 semanas apds o ultimo ciclo menstrual. Mais
tarde, durante a gravidez, cerca de |2 semanas apds a concegao, a concentragao de hCG
comega a baixar a medida que a placenta comega a produzir hormonas esteroides.

Outras fontes de valores elevados de hCG sao a gravidez ectopica, a ameaga de
aborto e o fim recente de uma gravidez.

O ensaio ADVIA Centaur CP Total hCG (ThCG) é um imunoensaio do tipo
sanduiche efetuado em dois locais que recorre a tecnologia quimioluminométrica direta, a
qual utiliza quantidades constantes de dois anticorpos.

Os niveis de hCG detetados durante a gravidez normal foram determinados e os
intervalos de 95% estao apresentados na tabela que se segue. A produgao de hCG ¢
extremamente rapida a seguir a concegao e é variavel entre individuos. Um valor negativo
nao exclui a gravidez.

Uma mulher com um valor negativo deve ser submetida a nova analise apos 2 dias

porque os valores da hCG na gravidez normal duplicam a cada 48 horas.

Tabela 5: Valores esperados de hCG ao longo da gestacao.

Idade gestacional n Mediana Valores esperados da hCG (mIU/ml) (1Uf1)
2—4 semanas 34 334 30.1-8388

56 semanas 76 19.220 861-88.769

6—8 semanas 58 43.326 2636-218.085

8-10 semanas 65 106.397 18.700-244 467

10-12 semanas 62 82.199 23.143-181.899

1327 semanas 51 28.800 6303-97.171

2840 semanas 48 15881 4360-74 883
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Testes rapidos em amostras de urina

Anfetaminas

As anfetaminas sao aminas simpaticomiméticas com atividade estimulante do SNC,
passiveis de induzir dependéncia psicologica e fisiologica. A dete¢ao na urina por
imunocromatografia é possivel 3 horas apos administragao até as 24-48 horas apos a ultima

administragao.

Canabindides

A canabis é a droga ilegal mais usada em todo o mundo. Os compostos
alucinogénicos de canabindides incluem o delta-9-tetra-hidrocanabinol (THC), o canabidiol e
o canabinol. O THC é o principal psicoativo na marijuana (preparada a partir das folhas secas
e flores) e no haxixe (preparado a partir da resina e potencialmente mais toxico), ambas
provenientes da planta do canhamo, Cannabis sativa, originaria do mar negro e Caspio mas
existente um pouco por todo o mundo. Contém pelo menos 6| canabindides (classe de
produtos quimicos derivados do terpeno exclusivos da planta do canhamo). O THC age
como um sedativo hipnotico suave que pode provocar euforia, estados de grande excitagao
e, em doses maiores, até mesmo alucinacdes. E rapidamente metabolizado nos pulmdes e
figado e distribuido nos tecidos corporais (elevada lipossolubilidade) pelo que nao é
excretado inalterado na urina. O acido | I-nor-delta-9-THC-9-carboxilico, o seu principal
metabolito, torna-se detetavel por imunocromatografia na urina apenas algumas horas apds a
administragao. Nos consumidores cronicos, o THC pode acumular-se no tecido adiposo
mais rapidamente do que consegue ser excretado, permitindo tempos de detegao superiores
na urina nestes consumidores do que em consumidores ocasionais, podendo a eliminagao
renal prolongar-se de 72 apds administragao até | més em situagoes de abstinéncia. A
inalagao passiva do fumo de marijuana pode causar uma elevagao da concentragao de THC

na urina até niveis de 10 a 40 ng/mL.

Cocaina

A cocaina é um alcaloide (benzoilmetilecgonina) que deriva da planta Erythroxylon
coca, largamente cultivada na América do Sul. E normalmente consumida por inalagio sob a
forma de sal hidrocloridrico, que pode também ser dissolvido e administrado por via
endovenosa. E um estimulante do sistema nervoso central, cujo abuso pode provocar
euforia, reagao de alerta, ansiedade, insonia, hiperatividade, paranoia, psicose grave e até

mesmo conduzir ao suicidio. E bem absorvida por via oral, nasal e gastrointestinal. A
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administragao oral produz um pico aos 60 minutos enquanto por via nasal o pico ocorre 30-
60 minutos com efeitos quase imediatos. A cocaina é rapidamente metabolizada por
hidrolise, o tempo de semi-vida biologica da é de 0:30 a 1:30 horas. O metabolito
benzoilecgonina tem um tempo de semi-vida de 5 a 8 horas podendo ser detetado por
imunocromatografia na urina 48 a 72 horas e até mesmo 3 semanas apos nas utilizagoes

frequentes e longas de cocaina.

Opiaceos

Os opiaceos incluem a morfina, a codeina e a heroina. A morfina e a codeina sao
alcaloides naturalmente existentes no opio, obtido a partir das vagens verdes da papoila do
opio, Papaver somniferum. Ambas apresentam uma utilizagdo clinica como analgésicos
contudo, sao por vezes sujeitas a abuso. A heroina é um composto sintetizado e é o opiaceo
sujeito a abuso com maior frequéncia. Os opidides sio bem absorvidos pelo trato
gastrointestinal mas s3o também absorvidos por via nasal, respiratoria, subcutinea e
intramuscular. Todos os opidceos sao de rapida metabolizagao hepatica, com um tempo de

duragao da agao, apos administracao, de 3 a 6 horas.

Pesquisa de Legionella spp

A Doenca do Legionario, assim designada apos o surto de 1976 na convengao da
Legiao Americana em Filadélfia, é provocada pela Legionella pneumophila e caracteriza-se
como uma doenga respiratoria com febre elevada que se pode manifestar de uma forma leve
ou tornar-se uma pneumonia fatal.®® A doenga tanto ocorre na forma epidémica como
endémica e os casos esporadicos nao se distinguem facilmente de outras infegoes
respiratérias pelos sintomas clinicos. Estima-se a ocorréncia de 25 0002 a 100 000 casos de
infecao por Legionella nos Estados Unidos da América por ano. A taxa de mortalidade
resultante, que varia entre os 25% a 40%, pode ser reduzida se a doenga for diagnosticada
rapidamente e se for instituida precocemente uma terapia antimicrobiana adequada.”” Os
fatores de risco conhecidos incluem a imunossupressao, habitos tabagicos, consumo de
dlcool e doenca pulmonar concomitante.® Os jovens e os idosos sio particularmente

suscetiveis®®®',

A Legionella pneumophila é a responsavel por 80-90% dos casos de infecio por
Legionella, sendo o serogrupo | responsavel por mais de 70% de todos os casos de
legionelose.””***' Os métodos atuais de detecio laboratorial de pneumonia provocada pela

Legionella pneumophila exigem a utilizagdo de uma amostra colhida nas vias respiratorias (por
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exemplo, saliva com expetoragao, lavagem bronquica, aspiragao transtraqueal, biopsia aos
pulmoes) ou soros emparelhados (fase aguda e de convalescenga) para um diagnostico exato.
Estas técnicas incluem cultura da Legionella, anticorpos fluorescentes diretos, teste de ADN
e anticorpos fluorescentes indiretos. Todas estas opgoes dependem da obtengao de uma
amostra respiratoria adequada com sensibilidade suficiente ou da recolha de soro com um
intervalo de duas a seis semanas. Lamentavelmente, um dos sinais presentes nos pacientes
com a Doenca do Legionario é a relativa falta de producio de expetoracio.®’ Em muitos
pacientes, é necessaria a utilizagdo de um procedimento invasivo para a obtencao de uma
amostra das vias respiratorias. O diagnostico através de técnicas serologicas tem
normalmente uma natureza retrospetiva, ainda assim, a colaboracdo do paciente para a
obtencao da amostra necessaria ¢ fraca.

O teste BinaxNOWE® Legionella Antigénio Urinario é um teste imunocromatografico
rapido para a detegao qualitativa do antigénio Legionella pneumophila do serogrupo | em
amostras de urina de pacientes com sintomas de pneumonia. Destina-se a auxiliar no
diagnostico da doenga do legionario causada por L. pneumophila em conjunto com o método
cultural e outros métodos. O diagnostico rapido da doenga do legionario e a instituicao
precoce do tratamento apropriado tém diminuido consideravelmente os indices de

morbilidade e de mortalidade®®*’.

A detecao do antigénio na urina (ou no liquido pleural) é um método acessivel,
rapido e relativamente barato, com uma sensibilidade de cerca de 70% e especificidade quase
de 100%. Tem as vantagens de ser facil obter uma amostra adequada de urina (mais do que
uma de expetoragao ou secregoes bronquicas) e de o teste se manter positivo durante
semanas, apesar de terapéutica antibiotica eficaz. Porém, s6 deteta antigénios de Legionella
pneumophila do serogrupo |. As serologias, em que a pesquisa e determinagao do titulo de

anticorpos sao feitas por imunofluorescéncia indireta tém maior utilidade epidemiolégica.

Pesquisa de Streptococcus pneumoniae

O Streptococcus pneumoniae é o principal microrganismo causador da pneumonia
contraida na comunidade e pode ser o agente mais importante na pneumonia contraida na
comunidade de etiologia desconhecida.**** A pneumonia pneumocécica apresenta uma taxa
de mortalidade elevada, de 30%, dependendo da bacteriémia, idade e doengas
subjacentes.*** Quando nio é adequadamente diagnosticada e tratada, a infecio por S.
pneumoniae pode levar a bacteriémia, meningite, pericardite, empiema, purpura fulminante,

endocardite e/ou artrite®” %,
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A meningite pneumocodcica, uma condicao que, frequentemente, leva a lesoes
cerebrais permanentes ou a morte, pode ocorrer como uma complicagao de outra infegao
pneumocécica ou pode ocorrer espontaneamente sem outra doenca precedente.”’ Afeta
pessoas de todas as idades, mas & mais comum em criangas com menos de 5 anos,
adolescentes e jovens adultos e em idosos.”” A progressio de doenga pouco grave ao coma
pode ocorrer em apenas algumas horas, tornando decisivos o diagndstico e o tratamento
antimicrobiano imediatos. Vinte a trinta por cento de todos os doentes de meningite
pneumocoécica morrerao, muitas vezes, apesar de varios dias de tratamento com um
antibiético apropriado.”’ A mortalidade é mesmo superior entre os doentes muito jovens e

os doentes muito idosos®’.

O BinaxNOW?® Streptococcus pneumoniae da Alere fornece um método rapido e
simples para o diagnodstico da pneumonia pneumococica utilizando uma amostra de urina
convenientemente colhida, armazenada e transportada. Fornece ainda um diagndstico
imediato e altamente eficaz da meningite pneumocodcica quando é analisado o liquido

cefalorraquideo.

O teste BinaxNOW?® S. pneumoniae é um ensaio imunocromatografico rapido para a
detecao qualitativa do antigénio de S. pneumoniae na urina de pacientes com pneumonia e no
liquido cefalorraquideo de pacientes com meningite. Foi desenvolvido para auxiliar,
juntamente com a cultura e outros métodos, no diagnostico de pneumonia pneumocécica e
meningite pneumococica, fornecendo identificagao rapida e precisa do antigénio de S.
pneumoniae com uma tecnologia facil de usar, ajudando o médico a instituir um tratamento
rapido e especifico contribuindo assim para a diminuicdo dos custos de cuidados médicos,

para a melhoria do paciente e para a luta global contra a resisténcia a antibioticos.

m o@m

BinaxNOW

BinaxNOW'
Streptococcus pneumoniae

Figura 6: Testes rapidos para detecao dos antigénios de L. pneumophila e S. pneumoniae.
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Mononucleose Infeciosa

A mononucleose infeciosa é provocada pelo virus Epstein-Barr e é comum em
adolescentes e criangas. Os sintomas tipicos incluem fadiga, febre e dor de garganta. Em
alguns casos, pode ocorrer esplenomegilia ou hepatomegalia com alteragoes enzimaticas
associadas. Em casos raros, o coragao ou o sistema nervoso central podem também ser
envolvidos. A transmissao normalmente ocorre com o contato com a saliva. Apos a infegao,

o EBV permanecera em estado dormente em algumas células do sistema imunologico.

Hematologicamente manifesta-se por aumento de mondcitos e linfécitos, com mais
de 10% de formas atipicas observadas no esfregaco de sangue periférico e serologicamente
pelo aparecimento de anticorpos contra o virus Epstein-Barr (VCA IgG e sobretudo VCA

IgM).

Malaria

A malaria é provocada por um parasita hemoflagelado, o Plasmodium, sendo
o Plasmodium falciparum responsavel pela maioria dos casos graves ou fatais. Esse parasita é
transmitido através da picada do mosquito fémea. Uma vez no organismo, o parasita vai
multiplicar-se no figado, infetando os globulos vermelhos do sangue’"”>. De acordo com a
Organizagao Mundial de Salude, cerca de 3,3 mil milhdes de pessoas estao em risco de
contrair malaria durante a sua vida, em particular nos paises mais desfavorecidos. Estima-se
que a incidéncia anual desta doenga seja superior a 500 milhoes de novos casos, sendo
responsavel por mais de um milhao de mortes por ano. Como o mosquito que transmite o
parasita € prevalente sobretudo em climas tropicais, sao essas as areas onde a malaria possui
maior incidéncia”.

Em Portugal a malaria permaneceu endémica até cerca de 1950, em particular nas
bacias dos rios Mondego, Sado e Agueda, altura em que foi erradicado o vetor. No entanto,
devido as migragoes entre Portugal e os paises de lingua oficial Portuguesa situados em
regioes endémicas (Angola, Mogambique, Guiné, Sao Tomé e Principe e Timor), a malaria, na
sua forma importada, continua a aparecer de forma esporadica em Portugal. Nas ultimas
décadas, o aumento do volume de viagens internacionais, nhomeadamente para destinos
tropicais, endémicos para esta doenga, acarretaram também o aumento dos casos
importados. Embora a maioria dos casos de malaria em Portugal tenha origem externa,
verifica-se que o vetor (mosquito) continua abundantemente distribuido no territorio
Nacional. Assim, a sua presenga aliada a existéncia de casos importados e a alteragoes

climaticas cada vez mais acentuadas, tornam possivel a ocorréncia de infegoes futuras.
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Existem varias espécies deste parasita mas apenas cinco causam malaria em seres

humanos:
o Plasmodium falciparum, responsavel pelas formas mais graves de doenga;
o Plasmodium vivax, que causa formas de maldria menos sintomaticas mas que pode

permanecer no figado até 3 anos;

o Plasmodium ovale, mais raro e que pode permanecer no figado durante anos sem
causar sintomas;

o Plasmodium malariae e Plasmodium knowlesi: muito raros e apenas encontrados em
Africa.

O diagnéstico precoce da maldria € essencial para o seu tratamento. Esse diagnodstico
¢ feito a partir do sangue periférico por microscopia, apds coloragdo ou por testes
laboratoriais muito rapidos. Deve ser realizado sempre que existe suspeita de malaria. Um
diagnostico correto e precoce permite um tratamento mais eficaz e reduz o aparecimento
de resisténcias a terapéutica’.

O teste é feito em amostras de sangue total, colhido com anticoagulante EDTA e
tem leitura ao fim de apenas |5 minutos. No caso de ser positivo indica se a infecao é devida
a P. falciparum ou nao falciparum. No laboratorio de urgéncia, em casos de fortes suspeitas
de malaria é realizado o teste da gota espessa. O diagndstico da maldria envolve a realizagao
de esfregacos de sangue. Para um esfregaco de sangue é aplicada uma gota de sangue sobre
uma lamina de vidro. Em seguida é tratada com um corante especial e examinada ao
microscopio. Tipicamente sdo preparados dois esfregacos de gota espessa e dois esfregagos
finos. Estes testes sdo atualmente o "gold standard" para detegao e identificagio de malaria.

Exigem a observagao por um especialista experiente.

Teste Imunolégico de Gravidez (TIG)

Determinacao da gonadotrofina coridnica humana (B-hCG) na urina por

imunocromatografia.

Amostras para analise microbiologica

Os produtos biologicos para andlise microbioldgica sao recebidos no laboratério de
urgéncia 24 horas por dia. Realiza-se a primocultura para garantir um resultado o mais
célere possivel. Para trabalhar em condi¢oes de seguranga e de acordo com as boas praticas

laboratoriais existe no laboratério de urgéncia uma camara de fluxo laminar (LABCONCO,
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Purifier Class Il Biosafety Cabinet, Delta Series) onde é feita a manipulagao e o tratamento

das amostras para analise microbioldgica.

Atividades desempenhadas no Laboratorio de Serologia

Para os diagnosticos serologicos existem no laboratoério varios equipamentos:

» Liaison XL - DiaSorin: Equipamento automatizado que utiliza a metodologia CLIA
(Imunoensaios em sandwich com leitura por quimioluminescéncia).

> Architect i = Abbott: Equipamento automatizado que utiliza imunoensaios para
realizar doseamentos de anticorpos.

> VIDAS - Biomérieux: imunoanalizador que utiliza a tecnologia ELFA (Enzyme
Linked Fluorescent Assay).

» Mago Plus - Diamedix: Equipamento automatizado que prepara laminas por
imunofluorescéncia indireta para posterior visualizagao microscopica.
A imunofluorescéncia indireta pode ser utilizada para a determinagao de anticorpos
contra agentes infeciosos, utilizando antigénios especificos como substratos. Se a
amostra for positiva, os anticorpos especificos do soro do doente ligam-se aos
antigénios acoplados a uma fase solida. Numa segunda fase, os anticorpos ligados sao
marcados com auto-anticorpos marcados com um fluorocromo e visualizados no
microscopio de fluorescéncia.

» Euroimmun Analyser I: Equipamento automatizado para ensaios de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) onde siao realizadas as determinagdes de
titulos de anticorpos para Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae e Mycoplasma

pneumoniae.

Os testes de ELISA baseiam-se na identificagio de anticorpos por anticorpos
marcados com uma enzima. O produto dessa reagao enzimatica € insoltvel para nao difundir
do local da formagao. Foi inicialmente desenvolvido por Engvall & Perlman e é muito
utilizado laboratorialmente como teste diagnostico em varias doencas.

Quando o sistema imunolégico é invadido por um antigénio, sao formados anticorpos
especificos para o neutralizar através da formagio de complexos antigénio-anticorpo.
A ELISA é uma técnica fundamental para avaliagoes imunolodgicas e bioquimicas, utilizada para

detetar anticorpos com base em interagoes anticorpo-antigénio.
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O procedimento baseia-se numa solugao de antigénio imobilizada numa superficie
solida numa microplaca, a qual se junta soro da amostra a ser analisada em condi¢oes que
permitam que os anticorpos se liguem aos antigénios imobilizados especificos. O material
nao ligado é lavado e o anticorpo ligado é reconhecido pela ligagao a um segundo anticorpo
acoplado a uma enzima que catalisa a conversao do seu substrato (cromogénico ou
fluorescente). A conversao do substrato é quantificada por um leitor de placas, que mede a

densidade otica ou a intensidade de fluorescéncia, consoante o substrato usado.

Diagnéstico serologico de infecoes por:

I. Treponema pallidum

A sifilis € uma infegao causada pela bactéria Treponema pallidum, uma espiroqueta
patogénica que pode ser adquirida através de relagoes sexuais e transmissao vertical. Apesar
da existéncia de antibioterapia acessivel com alta eficicia para o tratamento desta infegao,
continua a ser um grande problema para as autoridades sanitarias. A infecio pode ser
adquirida através de relagoes sexuais (vaginal, oral ou anal) e/ou por transmissao vertical (da
mulher gravida para o feto) e, ocasionalmente, por transfusio com sangue contaminado,
embora atualmente com menor probabilidade por este ser testado antes de transfundido. A
sifilis quando nao tratada torna-se numa doenga crénica, que progride através de multiplos
estadios, com variagdo nas manifestacoes clinicas, classificadas como: sifilis primaria,
secundaria, latente e terciaria.

Os efeitos mais graves de sifilis ndo tratada, sao os que envolvem o sistema nervoso
central e periférico originando a neurossifilis e a sifilis cardiovascular. A neurossifilis é
diagnosticada em cerca de dez por centos dos doentes com sifilis nao tratada, podendo-se
desenvolver em qualquer dos estadios da infecao. Neurossifilis assintomatica é a
apresentagao mais comum, resultante da invasao do sistema nervoso central e deve-se ter
presente a suspeita deste diagndstico nos doentes que ja tenham sido portadores de
neurossifilis, ou aos que nao responderam ao tratamento da sifilis primaria, secundaria ou
latente, assim como nos individuos infetados pelo HIV ou outras condicbes que possam
comprometer o sistema imunoldgico.

A sifilis congénita resulta da transmissao de T. pallidum da mulher gravida para o feto,
quer através da placenta, quer por contacto com as lesoes infeciosas durante o parto.

O diagnostico laboratorial é de grande importancia sobretudo nas situagoes de

diagnostico clinico mais dificil. As diversas técnicas passiveis de serem utilizadas apresentam
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eficacia diferente consoante o estadio da infegao (sintomatico ou assintomatico) e, até hoje,
nao existe um Unico teste que permita o diagnodstico eficaz em todos os estadios. Assim
torna-se necessaria a associacdo do exame clinico com os dados laboratoriais. Os testes
serolégicos sao o método mais utilizado para diagnostico indireto da sifilis e podem ser
divididos em dois grupos: os testes nao treponémicos e os testes treponémicos.

No laboratorio de Serologia do CHUC é realizado inicialmente um teste de screening
de anticorpos totais anti-T.pallidum realizado no LiaisonXL da DiaSorin por imunoensaio
quimioluminescente (CLIA) em amostras de soro. A todas as amostras cujo screening seja
positivo é realizado o teste Rapid Plasma Reagin (RPR) que pesquisa anticorpos anti-
cardiolipina, utilizando uma suspensao de antigénio com particulas de carvao que permitem a
visualizagio da reagio do teste macroscopicamente.”? E um teste de execucio rapida que
permite obter resultado no proprio dia e € muito util para a monitorizagao do curso da
doenga durante e apos o tratamento. A sua principal limitagao é a pouca especificidade. Pode
apresentar resultados falsos-positivos devido a reagdes cruzadas resultantes de outras
infecoes ou de causas imunologicas. Podem também ocorrer falsos negativos, devido a
interferéncia de altas concentragdes de anticorpos no equilibrio da reacao antigénio-
anticorpo, aquando do estudo de uma amostra (fenédmeno de prozona), nao ocorrendo
floculagao.

Assim, a reatividade deste teste é confirmada com antigénios treponémicos
especificos que identificam anticorpos anti-T. pallidum: T. pallidum Haemmaglutination Assay
(TPHA) e o teste de imunofluorescéncia indireta (FTA-Abs).

O teste TPHA é um teste de aglutinagao, que utiliza eritrocitos de peru ou galinha,
sensibilizados com antigeno de T. padllidum, o qual ira ligar-se ao anticorpo especifico se
presente no soro do doente.” E de ficil execucio, assim como de leitura e de interpretacio
do resultado. O teste FTA-Abs utiliza como antigénio, a estirpe de Nichol, de T. pallidum
inativado, fixado em lamina. Os anticorpos inespecificos sio removidos da amostra do
doente por absorgao com extratos de Treponema Reiter. O soro é colocado em contacto
com antigénio fixado na lamina sendo a reagao posteriormente evidenciada por um anti-
anticorpo humano conjugado com isocianato de fluoresceina, que permite ser visualizado no
microscopio de fluorescéncia. Este método, requer um observador experiente e permite

efetuar pesquisa de imunoglobulinas G e M (IgG e IgM) especificas em separado’.
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2. Herpes simplex - tipo | e 2

O virus Herpes simplex tem elevada prevaléncia na populagato em geral.
Classicamente, o herpes oral é atribuido ao virus Herpes simplex tipo |, resultando a infecao
do contacto com lesdes orais ou secregoes infetadas; o herpes genital é atribuido ao virus
Herpes simplex tipo 2, resultando a infegao do contacto com lesoes genitais ou secregoes
vaginais infetadas. Para o recém-nascido a situagao mais grave ocorre quando a mae adquire
a primeira infegao genital pouco tempo antes do parto. A infecao primaria materna pode ser
assintomatica pelo que a crianga podera vir a nascer por via vaginal numa altura em que
eventualmente a mae ainda nao dispoe de anticorpos IgG que passem a placenta e protejam
o feto/RN. A infecao congénita é rara mas é acompanhada de um prognoéstico muito grave —
microcefalia, hidroencefalia e microftalmia com mortalidade muito elevada e sequelas graves
nos sobreviventes. A infecao perinatal é a mais comum — 90% dos casos de herpes neonatal
sao adquiridos no periodo perinatal. O progndstico é também muito grave se a infegao nao
for tratada.

E feito o doseamento sérico dos anticorpos da classe IgG para HSV-1 e para HSV-2 e

da classe IgM para HSV-1/2 no Liaison XI por metodologia CLIA.?

3. Herpes zoster

O Herpes zoster é causado pelo mesmo herpesvirus que causa a varicela, o Virus
Varicela zoster, geralmente na infancia. A infecao inicial pelo virus varicela zéster, que pode
adotar a forma de varicela, termina com a penetragao dos virus nos ganglios dos nervos
espinhais ou cranianos, permanecendo ali em estado latente. O virus do Herpes zoster pode
nao voltar a produzir sintomas ou entao so reativar-se muitos anos depois. Se isso ocorrer,
reproduz-se a doenga.

O Herpes zoster tem uma incidéncia estimada na populagao geral de 3,64 casos por
|000 pessoas-ano. A sua incidéncia aumenta a partir dos 50 anos e em estados de
imunossupressao como a infecao pelo virus da imunodeficiéncia humana (VIH) e neoplasias
linfoproliferativas, principalmente apos a instituicao de quimioterapia, terapéutica com
corticoides ou pos-transplante.

O doseamento sérico dos anticorpos da classe IgG e da classe IgM é realizado no
Liaison XL, por metodologia CLIA. Quando existem anticorpos da classe IgM a infegao esta
ativa; quando existem apenas anticorpos da classe IgG o individuo nao apresenta infecao

ativa mas ja teve contacto anterior com o virus®.
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4. Virus Epstein-Barr (EBV)

O virus de Epstein-Barr (EBV), um dos membros dos Herpesviridae, descrito pela
primeira vez em 1964 em culturas de células de Linfoma de Burkitt, infecta mais de 90% da
populagcao mundial. A maioria das infegoes primarias pelo EBV é subclinica. As complicagoes
agudas sao raras mas potencialmente letais. O ser humano é a Unica fonte de contagio para
o virus que se transmite por contacto intimo. Na idade adulta a infecao assemelha-se a uma
sindrome gripal com febre, amigdalite, faringite exsudativa, hepatoesplenomegalia,
linfoadenopatia e rash cutaneo acompanhados de linfocitose. A infecao durante a gravidez é
rara porque o contacto com o virus é muito precoce na vida. Mais de 95% das mulheres em
idade fértil ja teve a infecao primaria. Em qualquer grupo etario a infe¢ao primaria é seguida
de um estado de portador permanente. Linfocitos B infetados por EBV constituem o
reservatorio viral responsavel pela persisténcia da infegio durante toda a vida do
hospedeiro.

Para além da associagao do EBV ao LB, verificada antes da identificacio do EBV como

agente etiologico da mononucleose infeciosa, outras associagoes a neoplasias linfoides foram
descritas, culminando, em 1997, com a classificagao do EBV como agente carcinogénico pela
“International Agency for Research on Cancer””.
Embora a infeao por EBV seja comum e ubiqua, as neoplasias que se lhe associam
particularmente sdo raras e algumas situagoes tém uma distribuicao geografica restrita. Estes
factos sugerem que o EBV, enquanto agente tumorigénico, nao é suficiente para a
transformagao neoplasica.

A infegao aguda é acompanhada precocemente pela produgao de anticorpos contra o
antigénio capsular (IgM e IgG anti VCA). Ambos os anticorpos identificam infecao recente. O
anticorpo da classe IgG contra o antigénio nuclear (EBNA) indica infecao passada e exclui

infegdo priméria e aguda. Sdo doseados por metodologia CLIA no Liaison XL,

5. Grupo ToRC: Toxoplasma gondii, Rubéola e Citomegalovirus

A toxoplasmose, a rubéola e as infe¢oes por citomegalovirus (ToRC) sao geralmente

doengas benignas. No entanto, quando as mulheres sao infetadas durante a gravidez, as
A . I 76,77,78
consequéncias para o feto podem ser dramaticas .

O rastreio serolégico da infe¢ao por Toxoplasma gondii assume particular importancia

em dois grandes grupos: as mulheres gravidas ou em idade fértil e os imunodeprimidos’””*®.

Em Portugal é realizado rastreio para a toxoplasmose na consulta pré-concecional ou

na primeira consulta da gravidez. Se a mulher tiver titulo de IgG positivo, a andlise nao é
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repetida. Caso tenha IgG negativa a serologia deve ser repetida uma vez por trimestre para
detetar uma eventual seroconversao durante a gravidez. Esta politica tem como objetivo
final minorar os efeitos catastroficos de uma infecao fetal. A prevengao primaria é um
importante meio de prevenir a infecio reduzindo, segundo alguns autores, a taxa de
seroconversao em 60%. Hoje em dia a mulher gravida sabe o que é a toxoplasmose e o
modo de a evitar mas a infegao continua a ser uma grande preocupagao para obstetras e
neonatologistas/pediatras pela complexidade de diagnodstico e terapéutica e pelas possiveis
graves consequéncias para o feto e recém-nascido. Em Portugal tem-se vindo a assistir a uma
diminuigao da taxa de seroprevaléncia nas mulheres em idade fértil’.

As complicagoes neurologicas sao habituais nos doentes imunodeprimidos. Todos os
niveis do sistema nervoso podem estar envolvidos, desde o encéfalo, a medula espinhal e ao
sistema nervoso periférico. As complicagoes cerebrais sio as mais frequentes, sendo a
toxoplasmose e o linfoma as causas principais de lesao parenquimatosa cerebral na Sindrome
de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). A toxoplasmose é a infe¢ao oportunista cerebral mais
frequente nos doentes com infecio por Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH)®. A
mielopatia € uma forma muito rara de apresentacao da infecao por Toxoplasma gondii, com a
excecdo da toxoplasmose congénita; no entanto, deve ser considerada no diagnéstico
diferencial dos doentes com infecao VIH que apresentam sintomatologia de lesao
intramedular®.

Sao usados trés marcadores para um diagnéstico preciso da toxoplasmose: é feito o
doseamento das IgG para determinar a presenga de imunidade especifica e o doseamento
dos anticorpos do tipo IgM que sao um marcador precoce e sensivel de infecao aguda. Estes
pardmetros sio feitos no Architect por imunoensaio”.

Na mulher gravida, sempre que haja anticorpos do tipo IgM, é feita também a
determinagao da avidez de IgG. As IgG sao inicialmente de baixa avidez, mas evoluirao para
alta avidez alguns meses apos a infecao primaria. Assim, um alto indice de avidez IgG
permite descartar a infecdo recentemente adquirida.’ A determinagio da avidez é uma
técnica simples que permite diferenciar os anticorpos de avidez fraca dos anticorpos de
elevada avidez. A detegao de anticorpos de elevada avidez é uma forte indicagao de uma
infecao primaria de mais de 3 meses, ao passo que a detegao de anticorpos de avidez fracos
€ uma forte indicagao de uma infecao primaria de menos de 3 meses. Esta determinagao é
feita por tecnologia ELFA no VIDAS. A confirmagao de uma infe¢ao materna por Toxoplasma

pode justificar a interrupgio da gravidez, no quadro da lei vigente”.
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Figura 7: Grifico que ilustra a evolugao do titulo de anticorpos durante o processo

infecioso por Toxoplasma gondii.

O Homem ¢é o Unico reservatorio do virus da rubéola. A transmissao ocorre por
contacto direto com as secre¢oes nasofaringeas de pessoas infetadas. O periodo de maior
contagio situa-se aproximadamente entre uma semana antes e uma semana depois do
aparecimento do rash. O periodo de incubagao é de 14-21 dias.

Quando a infegao ocorre na gravidez, a placenta é atingida, colocando em risco o feto,
cujo futuro pode ficar comprometido, podendo ocorrer aborto espontineo, nado-morto,
malformagoes congénitas ou recém-nascido aparentemente normal. A intensidade do
envolvimento fetal parece depender da idade gestacional, da agressividade do virus e da
suscetibilidade racial ou genética. A transmissio fetal é mais frequente no primeiro
trimestre, parecendo que a placenta madura funciona como barreira a passagem do virus,
condicionando infe¢oes fetais menos grave s, a medida que a idade gestacional aumenta.

A infecao pelo virus da Rubéola durante a gravidez pode causar Sindrome de Rubéola
Congénita, doenca de declaragao obrigatoria, tendo esta patologia um grave prognostico
fetal.

O primeiro teste serologico deve ser realizado antes da conceg¢ao, mesmo se a mulher
foi vacinada. Se a mulher nao estiver imunizada, devera ser vacinada. Embora seja pequeno o
risco de infecao fetal imediatamente apds a vacina, desaconselha-se a gravidez por um
periodo de 3 meses pos- vacinagao.

Sao doseados os titulos de IgG e de IgM por imunoensaio no Architect. Quando

ambos os titulos sao negativos, nao ha imunidade. Valores elevados apenas de IgG significam
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imunidade bem estabelecida. Valores muito baixos de IgG devem ser repetidos 2 a 3
semanas mais tarde. Se se verificar um aumento de 4 vezes, ou mais, no titulo ou o
aparecimento de IgM, conclui-se que ha infegao ativa. Se os valores de IgG se mantiverem
estaveis, trata-se de imunidade antiga. Quando ambos os titulos (IgG e IgM) sao positivos
confirmam infecao evolutiva. A confirmagao de uma infegao materna por rubéola pode
justificar a interrupcao da gravidez, no quadro legal vigente.

O Citomegalovirus (CMV) é um virus da familia Herpesviridae, também conhecido por
Herpes virus 5 e caracterizado por um longo ciclo de replicagao e uma multiplicidade de
tempos de laténcial. O CMV é a principal causa de infecao congénita, afetando cerca de 0,2
a 2,2% dos nados-vivos em todo o mundo, variando consoante o pais e as diferentes classes
socioeconomicas. A incidéncia da infecao congénita a CMV é elevada porque a transmissao
materno-fetal pode ocorrer apds a infecio primaria ou recorrente. A presenga de
anticorpos maternos nao evita a transmissao de CMV para o feto, mas reduz a transmissao e
a possibilidade de sequelas.

A suspeita clinica de infecao materna por CMV deve ser confirmada pelo diagnostico
laboratorial pela verificagao de IgM especifica.

Sao doseados os titulos dos anticorpos especificos das classes IgG (Imunoensaio) e IgM
(ELFA). Quando ambos sao negativos, nao ha imunidade. Quando apenas a IgG € positiva,
existe imunidade. Valores muito baixos de IgG devem ser repetidos 4 semanas mais tarde.
Quando ambos os titulos sao positivos, pode confirmar-se infegao evolutiva. A confirmagao
de uma afegao fetal por CMV pode justificar a interrupgao da gravidez, no quadro legal

vigente.

6. Borrelia burgdorferi
A Borreliose de Lyme é uma zoonose de reconhecida importancia médica a nivel
mundial. Esta infecao continua sub-diagnosticada em Portugal devido ao acentuado
polimorfismo e a complexa confirmagao laboratorial dos agentes causais, espiroquetas do

8 Trata-se de uma uma doenca multissistémica

complexo Borrelia burgdorferi sensu lato.
complexa, reativa, infeciosa e cronica, suscetivel de apresentar trés fases no decurso da sua
evolugao, as quais se traduzem, geralmente, por manifestagdes clinicas na pele (eritema
migrante, linfocitoma borreliano e acrodermatite cronica atrofica), no coragao (cardite de
Lyme), no sistema nervoso central (neuroborreliose) e articulagoes (artrite de Lyme).

O diagnostico é essencialmente clinico, baseado nos sinais, sintomas e histéria de

contacto com o vetor, sendo complementado por confirmagio laboratorial®'.
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E feita a determinacio dos titulos de IgG e de IgM em amostra de soro e de liquido
cefalorraquidiano, por metodologia CLIA. Podem ocorrer resultados falso-positivos devido a
reagoes cruzadas com outras patologias, tais como a mononucleose infeciosa, doengas auto-
imunes (presenca do fator reumatoide) e infecao por outras espiroquetas como Treponema

pallidum®.

7. Brucella spp

As bactérias pertencentes ao género Brucella sio pequenos cocobacilos Gram-
negativos nao capsulados, sem capacidade de locomogao e de formar esporos, parasitas
intracelulares facultativos. O género Brucella é composto atualmente por sete espécies:
Brucella melitensis, Brucella suis, Brucella abortus, Brucella ovis, Brucella neotomae, Brucella canis e,
mais recentemente, Brucella maris.*> A brucelose humana pode ser causada por uma de
quatro espécies: Brucella melitensis, ocorrendo mais frequentemente na populagao geral,
sendo mais invasiva e patogénica e cujos reservatorios sao as cabras, as ovelhas e os
camelos; Brucella abortus, presente no gado bovino; Brucella suis e Brucella canis, transmitidas
pelos suinos e pelos caes, respetivamente®.

Uma vez que a sintomatologia da brucelose é inespecifica, € importante, para a suspeita
clinica, obter uma historia detalhada, que inclua a ocupagao, o contacto com animais, viagens
a areas endémicas e a ingestao de alimentos de risco (produtos lacteos nao pasteurizados,
por exemplo). O hemograma é pouco util, podendo demonstrar anemia, contagem de
leucocitos normal ou baixa, com linfocitose relativa e trombocitopenia. A proteina C reativa
(PCR) esta geralmente elevada e pode haver elevagao das provas hepaticas, também
inespecifica. Assim, o diagndstico definitivo obtém-se, apenas, pelo isolamento do agente ou
pela identificagdo de anticorpos®.

Quando a confirmagao bacterioldgica nao é possivel, o diagnostico baseia-se na
detecao de anticorpos especificos. O teste de rosa de Bengala € um método de rastreio
rapido que consiste numa prova de aglutinagao que utiliza o antigénio brucélico corado de
Rosa de Bengala, é de facil execucao e leitura rapida. Tem o inconveniente de nao fornecer
resultados quantitativos.” Todos os resultados positivos sio confirmados pelo teste de
aglutinagao sérica de Wright, realizado em tubo com resultados ao fim de 24 horas de
incubagao. Este teste tem uma utilidade diminuta na primeira semana de doenga, ja que os
titulos de anticorpos considerados significativos (superiores a |/160) geralmente sé surgem
apos a segunda semana. Os testes devem repetir-se apds duas a quatro semanas, ja que a

subida do titulo é a forma mais segura de diagnostico®.
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8. Chlamydia trachomatis

A infecao sexualmente transmissivel (IST), causada por Chlamydia trachomatis, é
considerada mundialmente como um importante problema de saude publica, porque pode
causar infertilidade e morbilidade a longo termo, existindo a possibilidade de transmissao ao
recém-nascido de mae infetada.

E o principal agente de uretrites e cervicites nao-gonocodcicas, infe¢des que
frequentemente sio assintomaticas (70% nas mulheres, 50% nos homens). O caracter
silencioso da infecio constitui um fator de risco pessoal e social associado a difusio da
doenga. A nivel pessoal, a auséncia de tratamento pode traduzir-se em complicagoes graves,
sobretudo na mulher jovem, como a doenga inflamatéria pélvica croénica, infertilidade e
gravidez ectopica; no homem também pode determinar redugao de fertilidade. O rastreio
das infecSes assintomaticas na populagio jovem sexualmente ativa e premente e faz parte
do Programa Europeu de controlo da Chlamydia trachomatis. Portugal nao dispoe de um
programa de rastreio para as infe¢oes por C. trachomatis, mas a sua notificagdo tornou-se

obrigatoria a partir de abril de 2014. A sua determinagao laboratorial é realizada por ELISA.

9. Chlamydia pneumoniae
A Chlamydia pneumoniae, foi reconhecida como agente etiologico de infegao
respiratéria no ser humano, pela primeira vez em 1985.% Atualmente é identificada como

um agente de pneumonia atipica e infecio respiratéria alta®®

, estimando-se que 5 a 15% de
todos os casos de pneumonia se associem a Chlamydia pneumoniae.”®* O Unico serotipo
identificado até a data denomina-se TWAR, nome derivado dos primeiros dois isolamentos
realizados em humanos em Taiwan em 1965, e em Seattle nos anos oitenta.** Muitos
aspetos relacionados com a patogénese deste agente sao ainda mal compreendidos. A
Chlamydia pneumoniae é uma bactéria intracelular obrigatoria, com um ciclo de vida bifasico
que envolve duas formas morfoldgicas altamente especializadas: o corpo elementar - forma
extracelular, infeciosa, que é fagocitada pela célula hospedeira, e o corpo reticular - forma
intracelular, metabolicamente ativa. Dois a trés dias depois da invasao celular, a maioria dos

corpos reticulares reorganizam-se como corpos elementares que podem sair da célula

permitindo a infegdo de novas células hospedeiras®.
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l0. Mycoplasma pneumoniae

O Mycoplasma é o mais pequeno microrganismo de vida livre que atualmente se
conhece. Sendo descrito no grupo das bactérias, o fato de nao possuir parede celular
aproxima-o dos virus e confere-lhe uma total insensibilidade aos antibiéticos R-lactimicos. E
limitado por uma Idmina tripla Gram negativa e cresce lentamente em meio artificial.”*’' Do
género Mycoplasma conhecem-se, hoje, mais de 60 espécies. O Mycoplasma pneumoniae
apresenta uma distribuicao ubiqua sendo prevalente nas zonas temperadas.

A pneumonia por Mycoplasma pneumoniae representa cerca de 30 a 50% das
pheumonias atipicas da crianga.”’ A sua maior incidéncia observa-se no grupo etirio dos 5
aos |4 anos no qual constitui, a par do pneumococcus, a principal causa de pneumonia da

comunidade infantil®'.

I1. Rickettsia conorii
A febre escaro-nodular, também conhecida por febre da carraca, febre botonosa ou
febre mediterranica, € uma zoonose de caracter endémico com predominio estival nos
paises da orla mediterranica. A transmissao acidental ao homem da Rickettsia conorii faz-se
habitualmente através do artrépode Riphicephalus sanguineus (carraga do cio)™.

As primeiras descrigoes de febre escaro-nodular foram efetuadas em 1910 por Conor
e Bruch, na Tunisia. Em Portugal, Delfim Pinheiro identifica e descreve, em 1923, os
primeiros casos clinicos e designa a doenga de “Pintador”, realgando assim a erupgao e dor.
Na década de 30, Ricardo Jorge, com os seus trabalhos, contribui para a divulgagao desta
entidade e designa-a por febre escaro-nodular”.

Pertence a familia Rickettsiaceae, € um parasita intracelular obrigatério que partilha
caracteristicas dos bacilos gram-negativos. O seu angiotropismo para as células endoteliais
do hospedeiro produz necrose das células, trombose, disfungao orginica e, em regra,
exantema. Em Portugal existem duas estirpes responsaveis pela doenga: a R. conorii Malish e a
estirpe Israeli ticktyphus™.

O diagnéstico laboratorial faz-se por imunofluorescéncia indireta, que doseia os titulos
dos anticorpos para a Rickettsia conorii. Recomenda-se a realizagao de 2 doseamentos, com 7

a 10 dias de intervalo, pois as colheitas muito precoces poderio ser negativas™.
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I2. Coxiella burnetii

As primeiras referéncias a febre Q datam de 1935, quando o entio Diretor do
Laboratério de Microbiologia e Patologia do Departamento de Saide de Queensland
(Australia), Edward Holbrook Derrick, foi convidado a investigar o aparecimento de uma
doenga febril que afetava os trabalhadores do matadouro publico de Cannon Hill, em
Brisbane. No seu trabalho classico, o autor relatou uma série de casos dessa patologia que,
dada a sua etiologia incerta, denominou por Query fever.”* O agente implicado na febre Q
viria, pouco depois, a ser isolado e identificado como uma rickettsia com base em algumas
caracteristicas morfolégicas e bioquimicas.””® Nos trabalhos da época encontram-se alusGes
a Rickettsia burnetii ou R. diaporica. A intensa investigagao gerada em torno deste agente
colocou, no entanto, em evidéncia algumas particularidades bioldgicas dispares das outras
rickettsias, determinando a sua reclassificagaio no novo género Coxiella, com a designagao de
Coxiella burnetii, em homenagem a Cox e Burnet, investigadores responsaveis pelo seu
isolamento”’.

A febre Q é uma zoonose de distribuicao mundial causada pela Coxiella burnetii. Esta
doenga caracteriza-se por um amplo espectro de manifestagoes clinicas, que podem ir desde
uma sindroma febril auto limitada até a endocardite e ainda a outros quadros com
compromisso organico grave, potencialmente fatais. Em Portugal, a doenga é de notificagao
obrigatoria, mas defende-se que a sua incidéncia real possa estar subestimada.

A infecao humana é adquirida essencialmente pela inalagio de aerossois ou poeiras
contendo esporos do agente resultantes do contacto direto com animais infetados e seus
produtos ou com o ambiente contaminado por estes. A alta resisténcia do microrganismo as
condigoes ambientais e a possibilidade de difusao por correntes de ar, pode também originar
infegoes indiretas, de diagnéstico dificil pela auséncia de epidemiologia compativel.

Os testes laboratoriais especificos sao imprescindiveis, visto ser virtualmente
impossivel o diagnostico definitivo da febre Q baseado apenas nos aspetos clinicos da
doenca. O teste realizado ¢ indireto, deteta anticorpos produzidos na sequéncia da infe¢ao

por imunofluorescéncia indireta.

13. Legionella spp
Identificada em 1976, a Legionella € um microrganismo cada vez mais reconhecido
como causa de pneumonia, nomeadamente de formas graves. As bactérias deste género sao
cocobacilos com flagelos polares, intracelulares obrigatorios e que coram pouco (ou mesmo

nao coram) pelo método de Gram. Existem mais de 48 espécies de Legionella, mas menos de
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20 causam doenga humana. A Legionella pneumophila é a mais patogénica. A viruléncia e a
capacidade de infecao intracelular sao facilitadas pela presenca de flagelos e de antigénios de
superficie. Apesar de existirem mais de 70 serogrupos da Legionella pneumophila, o
serogrupo | tem sido identificado em mais de 80% das Legioneloses.

Laboratorialmente salienta-se leucocitose com neutrofilia, trombocitose, coagulagao
vascular disseminada, elevagao da velocidade de sedimentagao globular e da proteina C
reativa, das transaminases e creatinacinase; hipofosfatémia, proteinuria, hematuria e
hiponatrémia.

O diagnostico diferencial faz-se com outros microrganismos etioldgicos das
pneumonias de ‘“agentes atipicos”: Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae,
Pneumocystis carinii, fungos, virus. O diagnostico exige elevado grau de suspeigao, de modo a
proceder-se a sua pesquisa, que nao é feita por rotina.

A pesquisa de anticorpos no soro por Imunofluorescéncia Indireta (IFl). Apesar da
utilidade da aplicagao do diagnostico serologico, em particular em estudos de avaliagao de
prevaléncia da doenca, estes testes continuam a ter algumas limitagdes. E necessario obter
sempre duas amostras de sangue do doente, colhidas com pelo menos 10 dias de intervalo,
pois a cinética dos anticorpos tem mostrado grandes variagoes, mesmo em casos de
diagnostico feito com isolamento do agente. A especificidade nao é muito elevada pois
continuam a identificar-se resultados falsamente positivos, devido a reagdes cruzadas com
outras bactérias (muitas delas causadoras também de pneumonia)®.

A seroconversao, com um segundo titulo igual ou superior a 128, é considerada como
diagnostico de “caso confirmado”. Uma seroconversao para outra espécie ou serogrupo
bem como um titulo Unico superior ou igual a 256 é neste momento considerado como
diagnodstico de “caso provavel”.

Amostras enviadas para o Exterior

Para além dos parametros ja referidos, existem outras analises serologicas passiveis de
ser requisitadas pelos clinicos do CHUC, com base na sintomatologia especifica dos doentes,
como por exemplo anticorpos para: Virus Humano tipo 6 ou 8 (VHH6 e VHHS),
histoplasma, parotidite, Bartonella spp, Listeria spp e Francisella tularensis. Apesar de nao serem
realizados neste laboratorio, porque o volume de servigo nao justifica a implementagao das
técnicas, € da responsabilidade do pessoal técnico deste servico a correta preservagao,
acondicionamento e o encaminhamento destas amostras em condigoes Otimas para o
Instituto Doutor Ricardo Jorge, em Lisboa, onde sao efetuadas.

As amostras para pesquisa de anticorpos especificos para Leptospira spp sao enviadas

para o Instituto de Higiene e Medicina Tropical.
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Caracterizacao do Laboratério de Saude Publica

O estagio decorreu entre | de abril de 2015 e 3| de dezembro de 2017 na valéncia
de microbiologia das aguas do Laboratério de Saidde Publica da Guarda (LSP) que esta
integrado na Unidade de Saude Publica da Unidade Local de Saide da Guarda, cuja diregao
técnica esta a cargo da Dra. Paula Lourenco.

A nivel dos recursos humanos, a equipa do LSP é constituida por trés técnicas
superiores, sete técnicas superiores de Anadlises Clinicas e Saude Publica e por duas
assistentes operacionais.

O LSP desenvolve a sua atividade no ambito da avaliagao da qualidade da agua nas
vertentes fisico-quimica e microbioldgica, de acordo com as exigéncias da legislagao nacional
e comunitaria e com as recomenda¢oes da Organizagao Mundial de Saude (OMS), numa
abordagem de problemas ambientais que representam risco para a saude humana,
nomeadamente:

- Prestacdo de servico analitico, dando prioridade a planos de vigilancia e
monitorizacao de fatores de risco, em articulagio com Servicos de Saide e outros com
ambito alargado de utilizagao publica;

- Prestacao de servico de controlo da qualidade em varios tipos de aguas: de
consumo, aguas minerais naturais, de nascente e termais, aguas naturais doces (aguas
superficiais, subterraneas e balneares), aguas de processo (hemodiilise, para uso industrial e
torres de arrefecimento) e de piscinas, a comunidade onde se insere e aos distritos de
Castelo Branco e Viseu;

- Participagao em projetos de pesquisa e investigagao propostos pela Diregao Geral
de Saude, pela Administragao Regional de Satide do Centro, da Unidade Local de Saude e/ou
em articulagdo com a Universidade da Beira Interior, Instituto Politécnico da Guarda e
outras entidades publicas ou privadas;

- Orientagao de estagios curriculares na area da Saude Publica de alunos da Escola
Superior de Saude Dr. Lopes Dias do Instituto Politécnico de Castelo Branco e da Escola

Superior de Saude de Braganca.

Acreditacao pelo IPAC

O LSP é o unico laboratério de Saude Publica na zona Centro do pais acreditado
pelo Instituto Portugués da Acreditagcao (IPAC), pela ISO 17025:2005 desde 2011, com o
anexo técnico L0570-1, tendo sido o ultimo emitido a 03 de janeiro de 2018 onde constam

31 parametros acreditados.
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Grafico |: Esquema grifico da evolugao do nimero de ensaios acreditados pelo LSP

O IPAC é o organismo nacional de acreditagao requerido pelo Regulamento (CE) n.°
765/2008. Os servigos de acreditagao prestados pelo IPAC estao descritos no Regulamento
Geral de Acreditagao e Procedimentos conexos, bem como as regras, critérios e
metodologias aplicaveis. O |IPAC é membro da infraestrutura europeia de acreditagao,
a European cooperation for Accreditation (EA), bem como das estruturas mundiais de
acreditagao, a International Laboratory Accreditation Cooperation (ILAC) e o International
Accreditation Forum (IAF)*.

A acreditagao consiste na avaliagio e reconhecimento da competéncia técnica de
entidades para efetuar atividades especificas de avaliagio da conformidade. A atividade de
acreditacdo esta sujeita a legislagdo comunitiria que obriga a um funcionamento
harmonizado, verificado através de um sistema de avaliagao pelos pares. Em consequéncia,
cada Estado-Membro da Uniao Europeia designou um Unico organismo nacional de
acreditacao, tendo em Portugal essa missao sido atribuida ao IPAC, conforme disposto
no Decreto-lei n.° 23/201 1, de | | de Fevereiro®.

A avaliagao da conformidade consiste na realizagao de ensaios, calibragoes, inspegoes
e certificagoes. As atividades de avaliagao da conformidade visam demonstrar que um dado
processo ou servico cumpre com os requisitos que lhe sao aplicaveis. Nalguns casos a
avaliagao da conformidade é legalmente exigida, normalmente relacionada com a seguranga
desse produto ou servigo. A avaliagio da conformidade pode também ser uma exigéncia
contratual ou uma garantia que um dado produto ou servigo se adequa ao uso pretendido.

Essencialmente, a acreditagio de um laboratorio serve para ganhar e transmitir
confianca na execucao das atividades técnicas, ao confirmar a existéncia de um nivel de

competéncia técnica minimo, reconhecido internacionalmente. A acreditagao funciona como
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um regulador técnico, garantindo que a otimizagao de custos nao diminui a competéncia
técnica, nem compromete a confianga na execugao das atividades que estao acreditadas.
Uma vez que a acreditagao é feita de acordo com metodologias harmonizadas em
todo o Mundo, existem Acordos de Reconhecimento Mutuo (EA, IAF, ILAC) entre os
organismos de acreditagao, facilitando a livre circulagao de bens e servigos abrangidos pelas
acreditagoes. A acreditacdo é um fator de competitividade das entidades acreditadas e das
empresas que com elas trabalham. A existéncia no pais de uma infraestrutura de entidades
acreditadas, reconhecida internacionalmente, permite ainda ajudar na captagio de
investimento de alto valor acrescentado ao garantir que existe em Portugal tecnologia

credivel e qualificada.

A Norma ISO 17025

A acreditacao consiste na demonstracao e reconhecimento, através de uma avaliacao
efetuada por um Organismo de Acreditagao, da competéncia técnica e de gestao de uma
entidade para efetuar atividades especificas de avaliagado da conformidade. No caso dos
laboratérios em efetuar ensaios ou calibragoes. A acreditagao de um laboratorio nao € uma
certificagao, como muitas vezes é considerado (i.e. certificagao de sistemas de gestao da
qualidade ISO 9001). Uma diferenga fundamental é que a acreditagao, normalmente, é um
requisito legal para o exercicio de determinada atividade de avaliagao da conformidade, ao
contrario da certificagao que é maioritariamente uma opgao voluntaria das empresas. No
entanto existem requisitos em comum entre a norma de referéncia da acreditagio de
laboratérios, norma ISO/IEC 17025 e a norma ISO 9001 que tem servido de base para o
desenvolvimento das normas de sistemas de gestao e respetiva certificagdo de empresas.
Essa foi a preocupagao dos organismos de normalizagao.

A conformidade do sistema de gestao da qualidade de um laboratorio com os
requisitos da ISO 9001 nao é suficiente para demonstrar a sua competéncia técnica na
realizagao de ensaios ou calibragoes. Assim como a conformidade com os requisitos da
ISO/IEC 17025 nio implica a conformidade com todos os requisitos da ISO 9001 '%*'",

A norma ISO/IEC 17025 esta dividida em duas grandes partes, Secgao 4 - Requisitos
de Gestao e Secgao 5 — Requisitos Técnicos. Esta define uma metodologia harmonizada, com
validade para a acreditagao em Portugal, na Europa e internacionalmente ja que existem
acordos de reconhecimento mutuo entre os organismos de acreditagao, facilitando assim a

internacionalizagao das empresas.
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Microbiologia das aguas

Praticamente todas as aguas naturais contém bactérias devido a sua exposi¢ao ao ar e
ao solo. Na sua maioria, sao microrganismos inofensivos, cujo numero e natureza variam
consideravelmente de acordo com o lugar e as condigoes ambientais. Ao longo do seu
percurso, as aguas naturais, superficiais ou subterraneas, podem ser contaminadas com
microrganismos patogénicos. Alguns destes organismos podem sobreviver longos periodos
de tempo em dguas naturais, nao necessitando do homem como hospedeiro, enquanto
outros possuem uma capacidade de sobrevivéncia muito reduzida. Para garantir a auséncia
de agentes patogénicos, a agua destinada ao consumo humano deve ser analisada
periodicamente do ponto de vista microbioldgico.

A aproximagao ideal a este problema seria a pesquisa de todos os microrganismos
causadores de doengas intestinais e outras, como principal determinagao a efetuar numa
andlise bacteriologica de uma agua de abastecimento. Na pratica corrente, esta pesquisa s
se realiza em casos excecionais pela dificuldade relativa que apresenta; se presentes numa
agua, as bactérias patogénicas encontram-se em numero restrito e os métodos destinados
ao seu isolamento e quantificagao sao frequentemente longos e complexos.

O LSP desenvolve atividades na area da vigilancia e do controlo de qualidade de aguas
que compreende os ensaios bacteriologicos contemplados na Legislagao em vigor. Tem
como principal atividade a analise microbiolégica de aguas para consumo humano, aguas de
origem subterranea e superficial, aguas de piscinas, aguas minerais de nascente e termais,
aguas de processo e aguas balneares. Todas as analises sao realizadas de acordo com a
respetiva legislagao em vigor.

Desta forma podera responder as exigéncias legais para prestar servigos a

comunidade, efetuar analises microbiologicas para entidades publicas e entidades privadas.
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Aguas analisadas pelo LSP desde 2015
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Grafico 2: Numero de aguas analisadas no LSP desde 2015

Anailise Microbiolégica das Aguas

As aguas sao analisadas consoante a sua origem e o fim a que se destinam, existindo,
assim, varios perfis de anadlise. Habitualmente as amostras sao colhidas e transportadas ao
laboratério por Técnicos de Saude Ambiental (TSA) certificados, que garantem a
representatividade e a integridade das amostras de acordo com a norma ISO 19458 e
cumprindo os procedimentos internos.

Esporadicamente as amostras sao colhidas e transportadas ao laboratério pelo
proprio cliente, sem que o LSP tenha qualquer envolvimento no processo de colheita.

Todas as amostras para analise microbioldgica sao colhidas para frascos de polietileno
estéreis, com tiossulfato de sodio, agente neutralizante de biocidas (cloro, boro, por
exemplo), adquiridos comercialmente prontos a usar.

Neste momento o LSP encontra-se em fase de acreditagao dos procedimentos de
colheitas, um projeto piloto que conta com a colaboragao do TSA afeto ao LSP e de 3 TSA
da Unidade de Saude Publica da ULS da Guarda.

O procedimento de colheitas de amostras de agua é um elemento importante do
programa de controlo da qualidade da dagua, porque o resultado da andlise nao
correspondera ao valor real, mesmo que utilizando um método analitico rigoroso, se a
amostra nao for representativa da agua a controlar.

O controlo analitico da agua inicia-se com a colheita da amostra, devendo esta ser
efetuada de modo correto, colhida no recipiente adequado e nas condi¢oes de conservagao

e transporte apropriadas até a analise no laboratoério.
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A recegao das amostras a chegada ao laboratério reveste-se de grande importancia e
é fundamental que seja seguido o protocolo para evitar erros. Sao realizadas varias

verificagoes pelos técnicos do LSP aquando da recegao de amostras de agua, nomeadamente:

| - Verificagao da requisicao que acompanha as amostras: verificar se a requisicao esta
preenchida corretamente e de forma legivel e confirmar a identificagao do Técnico de
Saude Ambiental ou do técnico de colheitas responsavel pela colheita e transporte
das amostras.

2 - Controlo das condigoes da amostra: as amostras devem ser transportadas e
armazenadas de acordo com o procedimento que descreve as condigoes de
preparagao e conservagao de amostras.

3 - Verificar se foi usado o frasco correto para a colheita e se o volume de amostra é o
indicado.

4 - Verificar se o frasco esta fechado corretamente para garantir que a amostra €

preservada adequadamente.

-

5 - Verificar se temperatura da amostra a chegada ao LSP é inferior ou igual
temperatura na colheita, de acordo com a norma ISO 19458'%,

6 - Registo das amostras recebidas: registar todas as informagoes relevantes inerentes
as amostras e respetiva mala de transporte e assinar e datar as requisi¢oes, atestando

a conformidade da amostra.

Aguas analisadas no LSP

Aguas de consumo

As aguas que se destinam ao consumo sao regulamentadas pelos Decretos-Lei
n.°306/2007'® e n.°152/2017'%, que estabelecem o regime da qualidade da 4gua destinada ao
consumo, procedendo a revisao do Decreto-Lei n.°243/2001, de 5 de Setembro, tendo por
objetivo proteger a saide humana dos efeitos nocivos resultantes da eventual contaminagao
dessa agua e assegurar a disponibilizagao tendencialmente universal de agua salubre, limpa e
desejavelmente equilibrada na sua composicao.

Nos termos definidos no regime legal de controlo da qualidade da agua para
consumo em vigor, as entidades gestoras dos sistemas de abastecimento publico devem
dispor, no inicio de cada ano civil, de um Programa de Controlo da Qualidade da Agua para
consumo (PCQA) aprovado pela ERSAR. Neste momento o LSP nao efetua PCQA, as
analises as aguas destinadas ao consumo sao realizadas apenas no ambito dos programas de

vigilancia sanitaria das Unidades de Saude Publica com quem tem protocolos.
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A via mais frequente de contaminagao ocorre através de esgotos domeésticos
contendo excrementos COmM NUMErosos microrganismos, pertencentes a espécies
patogénicas importantes. A abordagem geralmente utilizada é a pesquisa de microrganismos,
normalmente presentes nos dejetos humanos e de animais que se tornam assim indicadores
de contaminagao fecal. Este € um principio universalmente aceite para a vigilancia e avaliagao

da qualidade microbiologica de agua para consumo.

Tabela 6: Perfil laboratorial de rotina para andlise microbioldgica de dguas de consumo

Perfil de Rotina das Aguas destinadas ao Consumo
Volume
Parametro Metodologia Amostra
Microrganismos cultivaveis a 22°C e a 37°C Incorporagao I mL
Coliformes totais e Escherichia coli Numero Mais Provavel 100mL
Enterococos fecais Numero Mais Provavel 100mL
Clostridium perfringens Filtragao por Membrana 100mL

Utilizam-se como indicadores de contaminacao fecal: a bactéria Escherichia coli e
espécies proximas agrupadas sob a designagao de coliformes, os estreptococos fecais e os
Clostridium sulfito-redutores, uma vez que todos estes microrganismos obedecem aos
seguintes critérios:

- Encontram-se apenas no conteudo intestinal de animais de sangue quente;

- Existem em densidades que excedem consideravelmente as dos organismos
patogénicos presentes em individuos infetados;

- Verifica-se uma correlagao positiva de uma contaminagao fecal e a presenga do
microrganismo indicador;

- A sua persisténcia na agua é igual ou superior a dos microrganismos patogénicos
mais persistentes;

- Apresentam taxas de mortalidade semelhantes as dos patogénicos mais resistentes

ap6s desinfecao ou em condigoes de stresse.
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Aguas termais

Portugal é um dos paises da Europa com maior riqueza em aguas termais de
excelente qualidade, sendo um recurso natural com origens na Antiguidade. Este recurso é
cada vez mais utilizado na prevengao e tratamento de doengas e na promoc¢ao da salde e
bem-estar. As dguas termais sao aguas minerais naturais que tém propriedades terapéuticas
com efeitos favoraveis a saude devido as particularidades da sua composigao fisico-quimica.
Este tipo de agua é bacteriologicamente pura, circula a grande profundidade e a sua
composi¢ao quimica é estavel. A pureza bacteriolégica é garantida através do controlo e
vigilancia nas diferentes captagoes. Toda a circulagao é feita em tubagem de ago inox com
soldaduras lisas de forma a evitar o alojamento de impureza e toda a dgua consumida pelos
aquistas obedece a um rigoroso programa de analises coordenado pela Dire¢ao Geral de
Saide (DGS) por forma a garantir a sua pureza. As caracteristicas microbiologicas das aguas

termais estio descritas na Portaria n®1220/2000 de 29 de Dezembro'®.

Tabela 7: Perfil laboratorial de rotina para andlise microbiologica de aguas termais

Perfil Laboratorial de Rotina das Aguas Termais

Parametro Metodologia Volume
Microrganismos cultivaveis a 22°C e a 37°c Incorporagao ImL
Coliformes totais, fecais e Escherichia coli Filtragao por Membrana 250mL
Enterococos fecais Filtragcao por Membrana 250mL

Esporos de bactérias anaerdbias sulfito- B
Filtragao por Membrana 50mL
redutoras

Pseudomonas aeruginosa Numero Mais Provavel 250mL

Aguas minerais naturais e de nascente

Em Portugal, a industria de engarrafamento apenas extrai, acondiciona e
comercializa dguas minerais naturais e aguas de nascente. As aguas minerais naturais sao
de origem subterrinea, bacteriologicamente sa e de composicio quimica estavel.
Diferenciam-se por poderem ser ricas em certos sais minerais e oligoelementos e pela
sua pureza original estavel, uma vez que provém de aquiferos preservados pelo
estabelecimento legal de perimetros de protegao. As aguas de nascente siao, também,

aguas de origem subterranea, cujas caracteristicas naturais e de pureza estio adequadas
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ao consumo humano. A preservagao das propriedades naturais e é, para ambos os tipos
de agua, obrigatoria, pelo que se proibem todos os tipos de tratamentos quimicos ou de
desinfecdo. Em certas circunstancias, permite-se a remogao de certos elementos
indesejaveis eventualmente presentes, mas tal s6 pode ocorrer em condigoes legal e
cientificamente restritas. Com efeito, nem todas as aguas tém caracteristicas
garantidamente naturais e saudaveis para a ingestao humana. Apenas as aguas minerais
naturais e as aguas de nascente mantém a pureza natural, contribuindo, desta forma, para
manter o equilibrio do nosso corpo. As dguas minerais naturais e as aguas de nascente
sao as Unicas aguas totalmente naturais, cujo tratamento € manifestamente proibido e

que chegam ao consumidor sem quimicos ou aditivos.

Tabela 8: Perfil laboratorial de rotina para andlise microbiologica de dguas minerais naturais e de
nascente

Perfil de Rotina das Aguas minerais naturais e de nascente

Parametro Metodologia Volume
Microrganismos cultivaveis a 22°C e a 37°C Incorporagao ImL
Coliformes totais, fecais e Escherichia coli Filtragao por Membrana 250mL
Enterococos fecais Filtragcao por Membrana 250mL
Esporos de bactérias anaerdbias sulfito-redutoras | Filtragao por Membrana 50mL
Pseudomonas aeruginosa Numero Mais Provavel 250mL

Aguas de piscinas

Nos udltimos anos tem-se assistido a uma crescente utilizagdo de piscinas, por
individuos de todas as idades, desde bebés a idosos, devido a importancia generalizada da
atividade desportiva como fator de bem-estar fisico e como promotora da saude. No
entanto, associados a estes locais encontram-se fatores de risco que podem ter
repercussoes tanto na saude dos profissionais como na dos seus utilizadores. Os principais
riscos biologicos associados as piscinas decorrem nao sé dos proprios utilizadores, quer por
contaminagao fecal ou através das suas secregoes, mas também pelo facto de a agua poder

estar contaminada na origem. Por outro lado, valores excessivos dos produtos quimicos
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utilizados no tratamento da agua, por si s6 ou em combinagao com teores elevados de

matéria organica, podem constituir, do ponto de vista quimico, um risco para a saude.
Os diplomas legais aplicaveis sao os seguintes:

v Piscinas de utilizagdo coletiva, Decreto-Lei n.° 141/2009, de 16 de Junho, que
estabelece o regime de instalagao e funcionamento das instalagoes desportivas de uso
publico'®.

v" Piscinas integradas em empreendimentos turisticos - Portaria n.° 358/2009, de 6
de Abril, que estabelece os requisitos dos equipamentos de uso comum dos
empreendimentos turisticos e regulamenta o Decreto-Lei n.° 39/2008, de 7 de Margo
(que aprova o regime juridico dos empreendimentos turisticos). Esta Portaria refere no
n.° 3 do artigo 5.°, que “As piscinas dos empreendimentos turisticos devem ter
equipamentos que garantam que a qualidade da dgua obedece aos parametros definidos
pelo Decreto Regulamentar n.° 5/97, de 31 de Margo™'”".

v' Piscinas de hidroterapia e com fins terapéuticos - “Manual de Boas Priticas de
Medicina Fisica e de Reabilitagao®, publicado pelo Aviso n.° 9448/2002 (2° série) em 29
de Agosto e Portaria n.° 1212/2010, de 30 de Novembro que estabelece os requisitos
minimos relativos a organizagdo e funcionamento, recursos humanos e instalagoes
técnicas para o exercicio da atividade das unidades privadas de medicina fisica e de
reabilitagao que prossigam atividades de diagnostico, terapéutica e de reinsergao familiar
e socioprofissional”. O Aviso mencionado refere que “a dgua usada nas piscinas
terapéuticas devera ser propria, de acordo com o estabelecido no anexo Il do Decreto-

o

Lei n.° 65/97”. A agua deve obedecer aos parimetros definidos pelo Decreto
Regulamentar n.° 5/97, de 31 de Margo'®'?.

v Recintos com diversdes aquéticas - Decreto-Lei n.° 65/97, de 31 de Margo, que
regula a instalagao e o funcionamento dos recintos com diversoes aquaticas e o Decreto
Regulamentar n.° 5/97, de 3| de Margo, que aprova o regulamento das condigoes
técnicas e de seguranca dos recintos com diversdes aquéticas''®'".

A andlise microbiologica de uma agua de piscina implica duas colheitas: uma em
profundidade para pesquisa de bactérias presentes em todo o volume do tanque e
indicadoras de contaminagao fecal (microrganismos cultivaveis, coliformes totais e E. coli e
enterococos fecais), e uma superficial para detegao de bactérias patogénicas (Staphylococcus

spp, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa), que se acumulam no filme superficial da

agua.
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Tabela 9: Perfil laboratorial para analise microbiologica de aguas de piscinas, retirada do Programa
de Vigilancia Sanitaria de Piscinas (PVSP) da DGS.
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S EXPRESSAO VALORES
o DE oD DEREFERENCIA PERIODICIDADE

MICROBIOLOGICOS ANALITICOS DAS ANALISES

RESULTADOS w

Microrganismos cultivaveis . u .
379C.24h * UFC /1ml ISO 6222 | s 100
) ) 5 1SO 9308-1 '
Bactérias coliformes | UFC/ 100 mi | modificada . 0 10
Raip ) 1SO 9308-1 |
Escherichia colf UFC/ 100 mi modisoade - 0
Enterococos’ UFC/ 100m! IS0 7899-2 | - 0 Mensal
P T 18012780 | ' '
_Ps_eudomonas eeiz'lgmosa_" ‘ UFC/ 100 mi modifceda » - 0
Estafilococos produtores de UFC/ 100 ml NP-4343 - o
coagulase
N.° total de Estafilococos UFC/ 100 mi NP-4343 | <20° .
Legioneila *** N.°/ 1000 ml 1ISO 11731:1998 Ver Tabela 4 Trimestral

VR - Valor Recomendado; VL - Valor Limite

* O Valor Recomendado podera ser ultrapassado uma vez por época de abertura ao publico ou por ano civil,

** 0/100 ml em 90% das amostras, sendo da responsabilidade dos servicos de saude locais efectuar a
avaliacdo no final da época ou ano civil.

Aguas de Processo

Dentro deste tipo de matriz, o LSP recebe com frequéncia trés tipos de aguas: aguas
de torres de arrefecimento, aguas para fins industriais (indUstria alimentar), aguas de
hemodiilise, legisladas pelo Manual de Boas Priticas de Hemodialise (Portaria
n°1194/2001), de acordo com o qual os objetivos de uma unidade de tratamento de agua
para hemodiilise devem garantir um grau de purificacio de agua para preparagao do
dialisante em condigbes que respeitem escrupulosamente os padroes definidos e prevenir
a ocorréncia de acidentes agudos resultantes do mau funcionamento do equipamento ou
do seu desgaste precoce através de medidas de manutengao, de detegao de avarias e de
controlo de qualidade. No que respeita as andlises bacterioldgicas da agua, devem ser
realizadas pelo menos uma vez por més e sempre que surja evidéncia de contaminagao do
sistema, deve-se submeté-lo a desinfecao e, apos esta, efetuar andlises bacteriologicas da
agua pelo menos trés vezes em dias alternados até que esteja garantida a normalizagao da
situacao;

As técnicas de colheita devem ser escrupulosamente respeitadas e devem ser
efetuadas nos seguintes pontos: agua da rede; agua antes da osmose e agua apos a

osmose.



As aguas para a industria alimentar sao analisadas da mesma forma que a agua
destinada ao consumo humano, uma vez que a sua proveniéncia € a rede de
abastecimento publica.

Nas aguas das torres de arrefecimento neste momento o LSP faz apenas analises

relacionadas com a pesquisa de Legionella.

Tabela 10: Perfil laboratorial de rotina para analise microbiologica de dguas de hemodidlise

Perfil de Rotina das Aguas de Hemodialise
Parametro Metodologia Volume

Microrganismos cultivaveis a 22°C e a 37°C Incorporagao ImL

Coliformes totais, fecais e Escherichia coli Filtragao por Membrana 250mL
Enterococos fecais Filtragao por Membrana 250mL
Esporos de bactérias anaerdbias sulfito-redutoras | Filtragao por Membrana 50mL
Pseudomonas aeruginosa Numero Mais Provavel 250mL
Staphylococcus spp e S. aureus Filtragcao por Membrana 250mL

Aguas Balneares

Entendem-se como aguas balneares todas as aguas naturais doces interiores,
correntes e paradas, aguas de transigao (estuarinas) e aguas costeiras que sejam autorizadas
para uso de banhos pelas entidades competentes e ativamente promovidas a nivel local,
regional, nacional ou internacionalmente (ou que se pretenda que o venham a ser de futuro)
e/ou nao sendo areas proibidas, sejam regularmente utilizadas para banhos por um niimero
consideravel de banhistas locais e/ou visitantes. As zonas balneares sao os locais
definidos/assinalados em dguas balneares onde, em média, durante a época balnear, se
encontre a maioria dos banhistas.

De acordo com estes pressupostos, qualquer local onde se verifique uma afluéncia
significativa de utentes é passivel de ser considerado como zona balnear e passar a ser
objeto de andlises periddicas que verifiquem a qualidade da sua agua de acordo com a
legislagao vigente. Deste modo, o processo de designagao de novas zonas balneares, é da
competéncia dos o6rgiaos de poder local que de acordo com os seus planos de

desenvolvimento municipais, formalizem o pedido de classificagao para a pratica balnear de
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determinado local junto das Diregoes Regionais do Ambiente e do Ordenamento do

Territorio.
Tabela | I: Perfil laboratorial de rotina para andlise microbiologica de aguas balneares
Perfil de Rotina das Aguas Balneares
Parametro Metodologia Volume
Pesquisa e quantificagao de Escherichia coli Numero Mais Provavel 100mL
Pesquisa e quantificagao de enterococos fecais NUmero Mais Provavel 100mL
Pesquisa de Salmonella spp Membrana Filtrante 1000mL

Legislacao em Vigor em Portugal

Agua para Consumo

A Entidade Reguladora dos Servicos de Aguas e Residuos (ERSAR) tem por missio a
regulagdo e a supervisao dos setores de abastecimento publico de agua as populagoes, de
saneamento de aguas residuais urbanas e de gestao de residuos sélidos urbanos, incluindo o
exercicio de fungdes de autoridade competente para a coordenagao e a fiscalizagdo do
regime da qualidade da agua para consumo humano.

A ERSAR exerce os poderes de autoridade necessarios a prossecu¢ao das suas
atribuicoes, designadamente através da realizagao de agdes de inspecao, fiscalizagao e
auditoria. No ambito das suas atribuigoes, a ERSAR emite pareceres sobre os servigos que
regula e pode instaurar processos de contraordenagao. Consulte os diferentes tipos de
decisoes e pareceres. No ambito dos poderes regulamentares, compete a ERSAR elaborar e
aprovar regulamentos com eficacia externa no quadro das respetivas atribuicoes, sem
prejuizo de outras que venham a ser definidas por lei.

O Decreto-Lei n°306/2007'” de 27 de Agosto Estabelece o regime da qualidade da
agua destinada ao consumo humano, revendo o Decreto-Lei n.° 243/2001, de 5 de

Setembro, que transpo6s para a ordem juridica interna a Diretiva n.° 98/83/CE.
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Parametros e valores paramétricos

Parte | — Parimetros microbiolgicos

Parimetro Vialor Unidade
T|al'.|.m|.'l.'r|.1cl
Escherichia coli (E. 0 Muimerod | 00 ml.
colil.
Enterococos . ... .. ... 0 Muimerod | 00 ml.

2 — Os valores paramétricos para as aguas colocadas
4 venda em garrafas ou outros recipientes slo os seguin-
tes:

Parimetro Walar Unidade
paRmetnog
Escherichia coli  (E. LU Mumero'250 mil.
colil.
Enterococos . ... ... ... 0 MNuimero/250 ml.
Pseudomona  aerugi- 0 Mumero/250 ml.
S
Nomero de coldmas a 100 Mumerodml.
22°C,
Nﬂ_'rqm;'m de coldmias a 20 Mumerodml.
ENE

Figura 9: Parimetros microbiologicos e valores paramétricos para analise de aguas para
consumo, retirada do Decreto-Lei n°306/2007.

O Decreto-Lei n°152/2017'*, de 7 de dezembro altera o regime da qualidade da agua
para consumo humano, transpondo as Diretivas n°2013/51/EURATOM e 2015/1787.

O Decreto-Lei n.° 306/2007'®, de 27 de agosto, que transpds para ordem juridica
interna a Diretiva n.° 98/83/CE do Conselho, de 3 de novembro de 1998, relativa a qualidade
da agua destinada ao consumo humano, revogou o Decreto-Lei n.° 243/2001, de 5 de
setembro, devido a necessidade de adaptar a legislagao nacional relativa a qualidade da agua
para consumo humano as obrigagoes da referida diretiva.

Decorridos 10 anos sobre a publicagio do Decreto-Lei n.° 306/2007'®, de 27 de
agosto, traduzidos na consolidagio do modelo de regulagio da qualidade da agua em
Portugal, podem constatar-se consequéncias globalmente muito positivas para o setor, as
quais se materializam numa evolugao muito positiva do indicador «agua segura». Contudo, a
legislagao deve refletir o progresso cientifico e técnico, pelo que a sua revisao periodica é
fundamental.

Desde 2004, a Organizagao Mundial da Saiude tem desenvolvido uma abordagem
relativa aos planos de seguranga da agua, com base na avaliagao de risco e nos principios de
gestao de risco estabelecidos nas suas diretrizes para a qualidade da agua potavel. Tais
diretrizes, juntamente com a norma EN [5975-2, relativa a seguranga nos sistemas de

abastecimento de agua destinada a consumo humano, constituem principios reconhecidos a
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nivel internacional no que respeita a producao, distribuicao, controlo e a andlise dos
parimetros da agua para consumo humano.''> O anexo Il do Decreto-Lei n.° 306/2007'®, de
27 de agosto, deve, por conseguinte, ser alinhado com as atualizagdes mais recentes destes
principios. No que diz respeito ao controlo microbiologico da agua, nao houve alteragoes a

nivel de parametros nem de valores paramétricos.

Piscinas

As amostras s3o ensaiadas segundo os requisitos da Circular Normativa n°[4/DA de
21/8/2009 e do Decreto Regulamentar 5/97 de 3| de Margo que aprova o regulamento das
condigdes técnicas e de seguranca dos recintos com diversdes aquéticas''>'".

Segundo o Decreto-Lei n°82/2009 de 2 de Abril, na sua alinea a) do nimero 3 do
artigo 5°, compete as autoridades de saude “vigiar o nivel sanitirio dos aglomerados
populacionais, dos servigos, estabelecimentos e locais de utilizagao publica e determinar as
medidas corretivas necessarias a defesa da satide publica”.

No caso das piscinas e tendo em consideragao os diversos perigos que poderao estar
associados a sua utilizagao, a operacionalizagao destas competéncias devera incluir, entre
outras atividades, a vigilancia epidemiolégica de eventos adversos para a saude associados a
frequéncia de piscinas ou dos trabalhadores desses locais, a vigilancia sanitaria da qualidade
da agua dos tanques e da agua para consumo humano e a verificagio dos métodos de
controlo da qualidade do ar em piscinas cobertas.

Nas acoes de vigilancia a desenvolver devem existir critérios e procedimentos
uniformizados, bem como ser garantida a existéncia de planos de identificagao,
monitorizagao e controlo de risco, de modo a que a saude e seguranca dos utilizadores,
trabalhadores e visitantes sejam asseguradas.

Os parametros microbiolégicos que devem ser avaliados nas piscinas bem como os
seus valores paramétricos estao definidos na Circular Normativa n°14/DA da Diregao Geral

de Saude, conforme referido atras no documento'".

Aguas Balneares
O Decreto-Lei n°113/2012 de 23 de Maio define as normas de qualidade para aguas
balneares interiores, nomeadamente no que se refere aos parametros biologicos a analisar e

aos respetivos valores paramétricos'"”.
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Norma de qualidade

Aguas interiores

A B C D E
Parametro Qualidade excelente Qualidade boa Qualidade aceitivel Métodos de andlise de referéncia
1 |Enterococos intestinais em ufc/100ml . . . . . . (*) 200 (%) 400 (**) 330 1SS0 7899 1 ouISSO 7899 2
2 |Escherichia coli em ufc/100ml. ... ..... .. (*) 500 (*) 1000 (**) 900 1SS0 9308 3 ou ISSO 9308 1

(*) Com base numa avaliagdo de percentil 95. V. anexo 1L
(**) Com base numa avaliacio de percentil 90. V. anexo 1.

ufc — unidades formadoras de coldnias.

Figura 10: Parametros microbiolégicos e valores paramétricos para andlise de aguas
balneares interiores, retirada do Decreto-Lei n°l13/2012.115

As dguas balneares sao ainda reguladas pela Norma 9/201 | de 28 de Abril da Diregao

Geral de Saude que define o Programa de Vigilancia Sanitaria das Zonas Balneares Interiores.

Aguas Naturais Doces

As amostras sao ensaiadas segundo os requisitos do Decreto-Lei n°236/98 de | de
Agosto, que define as Normas de Qualidade para Proteger o Meio Aquatico e Melhorar a
Qualidade das Aguas'".

Numa perspetiva de protecao da salude publica, de gestao integrada dos recursos
hidricos e de preservagao do ambiente, pretende-se também com este diploma legal
clarificar as competéncias das varias entidades intervenientes no dominio da qualidade da
agua, bem como conciliar esta matéria com alteragoes legislativas que ocorreram apos a
entrada em vigor do diploma em aprego e que com ele se relacionam, como sejam as
alteragoes decorrentes dos Decretos-Leis n° 45/94, de 22 de Fevereiro, e n°46/94, da
mesma data, relativos, respetivamente, ao planeamento dos recursos hidricos e ao
licenciamento das utilizagoes do dominio hidrico.

Constituindo as aguas superficiais, por principio, um bem do dominio publico e
tratando o presente diploma destas aguas (a par com outras ja de natureza privada), fa-lo ou
no Ambito do regime de licenciamento contido no Decreto-Lei n°46/94 (autorizado), ou no
sentido de garantir uma atuagao da Administracao que preserve e melhore a qualidade das
aguas visando potenciar o seu uso publico de uma forma que, desde logo, nao ponha em
causa a saude publica.

O diploma estabelece normas, critérios e objetivos de qualidade com a finalidade de
proteger o meio aquatico e melhorar a qualidade das aguas em fungao dos seus principais

usos. O diploma define os requisitos a observar na utilizagao das aguas para os seguintes fins:
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a) Aguas superficiais ou subterrineas destinadas a producio de dgua para consumo
humano;

b) Aguas para suporte da vida aquicola: 4guas doces superficiais para fins aquicolas —
aguas piscicolas: aguas do litoral e salobras para fins aquicolas — aguas conquicolas; aguas do
litoral e salobras para fins aquicolas — aguas piscicolas;

c) Aguas balneares;

d) Aguas de rega.

Sao ainda definidas neste diploma as normas de descarga das aguas residuais na agua e
no solo, visando a promogao da qualidade do meio aquatico e a protecao da salde publica e

dos solos.

Aguas Minerais Naturais e de Nascente

As amostras sao ensaiadas de acordo com os requisitos do Decreto-Lei n°156/98 de
6 de Junho que estabelece as regras relativas ao reconhecimento das dguas minerais naturais
e as caracteristicas e condi¢coes a observar nos tratamentos, rotulagem e comercializagao
das aguas minerais naturais e aguas de nascente, revogando o Decreto-Lei n.° 283/91, de 9
de Agosto''"'"®,

O diploma define e caracteriza as aguas minerais naturais e as aguas de nascente e
estabelece regras relativas a sua exploragao, acondicionamento e comercializagao. Aplica-se
igualmente as aguas minerais naturais extraidas do solo de um pais terceiro importadas pela
Comunidade, desde que devidamente reconhecidas pela autoridade responsivel de um

Estado membro. Nao sao abrangidas pelo presente diploma as aguas minerais naturais

exclusivamente utilizadas para fins curativos nos estabelecimentos termais.

Aguas Termais

As amostras sao ensaiadas de acordo com a Portaria n°1220/2000 de 29 de
Dezembro que estabelece as regras relativas as condi¢oes a que as aguas minerais naturais e
as aguas de nascente, na captacao, devem obedecer para poderem ser consideradas
bacteriologicamente proprias, nomeadamente:

As condigoes a que as aguas minerais naturais e as aguas de nascente, na captagao,
devem obedecer para poderem ser consideradas bacteriologicamente proéprias sio as
seguintes:

a) Apresentarem-se isentas de:

i) Parasitas e microrganismos patogénicos;
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i) Escherichia coli e outros coliformes e estreptococos fecais, em 250 mL de amostra
analisada;

iii) Anaerdbios esporolados sulfito-redutores, em 50 mL de amostra analisada;

iv) Pseudomonas aeruginosa, em 250 mL de amostra analisada;

b) O teor total em microrganismos viaveis de uma agua mineral natural e de uma
agua de nascente deve corresponder ao seu microbismo normal e revelar uma protegao
eficaz da captacao contra qualquer contaminagao;

c) Os teores totais de microrganismos referidos na alinea b), apos cultura em meio
nutritivo gelosado, nao devem ultrapassar, respetivamente, 20 por mililitro a 20°C-22°C, as
setenta e duas horas, e 5 por mililitro a 37°C, as vinte e quatro horas.

As condi¢oes a que as aguas minerais naturais utilizadas nos estabelecimentos termais
devem obedecer para poderem ser consideradas bacteriologicamente proprias sao as
seguintes:

a) Apresentarem-se isentas de:

i) Parasitas e microrganismos patogénicos;

i) Escherichia coli e outros coliformes e estreptococos fecais, em 250 ml de amostra
analisada;

iii) Anaerodbios esporolados sulfito-redutores, em 50 ml de amostra analisada;

iv) Pseudomonas aeruginosa, em 250 ml de amostra analisada;

v) Legionella pneumophila, em | | de amostra analisada;

b) O valor de referéncia para o numero total de Legionella nao L. pneumophila é de
100 UFCI/L;

c) O teor total em microrganismos viaveis de uma agua mineral natural deve
corresponder ao seu microbismo normal e revelar a preservagao da qualidade da agua até
aos pontos da sua utilizagao;

d) Na agua mineral natural utilizada nos estabelecimentos termais, por ingestao e em
contacto com as mucosas respiratorias, oculares e com outras mucosas internas, os teores
totais de microrganismos referidos na alinea c), apos cultura em meio nutritivo, nao devem
ultrapassar sistematicamente: 20 UFC/mililitro a 20°C-22°C, as setenta e duas horas, e 5
UFC/mililitro a 37°C, as vinte e quatro horas, salvo se for comprovado corresponder ao
desenvolvimento do seu microbismo natural;

e) Na dagua mineral natural utilizada nos estabelecimentos termais por via externa
(banhos e duches), os teores totais de microrganismos referidos na alinea c), apoés cultura

em meio nutritivo, nao devem ultrapassar sistematicamente: 100 UFC/mililitro a 20°C-22°C,
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as setenta e duas horas, e 20 UFC/mililitro a 37°C, as vinte e quatro horas, salvo se for
comprovado corresponder ao desenvolvimento do seu microbismo natural.

Sempre que nao se verifiquem as condigoes previstas nas alineas d) e e), devera o
explorador do estabelecimento termal demonstrar a tomada de medidas corretivas e

comprovar a sua eficacia.

Controlo de Qualidade Interno (CQI)

O controlo de qualidade interno estd bem definido em procedimentos internos que
referem quais os ensaios que devem ser realizados e qual a sua frequéncia. Na drea da
microbiologia o CQI consiste na avaliagdo das condigoes de esterilidade, na construgao de
cartas controlo e na avaliagao de duplicados e de paralelos para calculo de critérios de

precisao e de incertezas, associados a cada parametro.

Controlo da Esterilidade

O laboratério de microbiologia deve ter um programa de monitorizagao das
condi¢coes de esterilidade apropriado, determinar as contagens ambientais aceitdveis e
estabelecer as agoes corretivas necessarias para quando estes limites forem ultrapassados. A
analise dos dados deve permitir a determinacao de tendéncias nos niveis de contaminagao. A
esterilidade de todo o material utilizado deve ser assegurada, procedendo a verificagoes

periddicas.

Os ensaios em branco tém como principal finalidade avaliar as condi¢coes de
esterilidade durante todo o processo analitico no que se refere a esterilidade do meio, do
diluente (quando aplicavel) assim como a eficacia dos operadores. Sao efetuados diariamente
para cada tipo de parametro analisado com uma amostra de agua estéril sobre a qual se
realizam as filtracoes, diluicdes, inoculagdes e incubacoes como se de uma amostra normal

se tratasse.

Cartas Controlo

Como ferramenta de controlo de qualidade analitica dos ensaios microbioldgicos de
aguas, o LSP Guarda utiliza Materiais de Referéncia Certificados (MRC), que sao preparados
de acordo com as instrugoes do fabricante.

Uma das utilidades dos MRC é a construgao de cartas guia. Com base nos 10
primeiros resultados obtidos a partir de um lote de MRC, é efetuado o calculo da média e

do desvio padrao (S). A partir destes dados é elaborada uma carta guia, que estabelece os
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limites de aviso (média *2S) e os limites de acao (média +3S). Apds a analise de 20 MRC ¢
feita uma nova avaliacio dos limites da carta controlo, com o calculo da nova média e
respetivo desvio padrao. Mensalmente é efetuada uma andlise dos MRC, englobando todos
os parametros analisados no LSP, e os resultados sao registados na carta controlo elaborada
anualmente. Deve ser efetuada uma avaliagdo de causas sempre que:

- Um resultado ultrapasse o limite de agao;

- Dois em trés resultados consecutivos excederem os limites de aviso;

- Ocorrerem nove resultados consecutivos no mesmo lado da média;

- Seis resultados consecutivos aumentarem ou diminuirem continuamente.

Calculo de Critérios de Precisdao e de Incertezas

Para assegurar a repetibilidade e a reprodutibilidade dos resultados obtidos para uma
determinada analise pelo mesmo analista ou entre analistas, esta implementado um programa
de realizacdo de ensaios em duplicado e paralelo. Assim no LSP siao efetuados ensaios em
duplicado e paralelo quinzenalmente, para cada parametro analisado, a partir de amostras
natural ou artificialmente contaminadas (spiked samples) e ainda aquando da participagao nos
ensaios interlaboratoriais. O estudo dos duplicados permite calcular o critério de precisao e
o estudo dos paralelos permite calcular a incerteza do resultado associado a cada
parametro. Para estimar a incerteza associada a cada ensaio microbiologico o LSP segue a
metodologia descrita no Guia 29 da RELACRE.

Mensalmente o laboratério avalia ainda se a diferenga entre as contagens efetuadas
por técnicos diferentes nao é superior a 10%, através da contagem de UFC e NMP _para uma

ou mais amostras positivas, comparando os resultados das contagens.

Garantia da Qualidade de meios de cultura e reagentes

Um dos principais objetivos do laboratorio de microbiologia é detetar e quantificar
uma ampla variedade de microrganismos utilizando para esse efeito meios de culturas
adequados. Os meios de cultura devem reunir os requisitos necessarios para proporcionar
resultados reprodutiveis e consistentes. Para uma analise microbiologica fiavel é essencial
definir os critérios minimos de aceitacio dos meios de cultura descritos nos documentos
normativos. Os fabricantes de meios de cultura e reagentes prontos a usar devem ter um
sistema de gestao certificado de acordo com a ISO 9001 e emitir certificados de qualidade

dos meios que fornecem de acordo com a ISO |1133.
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Controlo de Qualidade Externo (CQE)

A necessidade de transmitir informacao correta, assim como de obter resultados
fiaveis e comparaveis enfatizam a importancia da Garantia da Qualidade. Por outro lado, a
participagao em esquemas de Avaliagdo Externa da Qualidade constitui uma ferramenta
imprescindivel no ambito do Controlo da Qualidade Analitica implementado no laboratério.

Em 1996, foi desenvolvido o EQUASE Project — Extension of Quality Assurance in
Water Microbiology to Cohesion Countries, para implementagao de um sistema de garantia
da qualidade em Microbiologia de Aguas, em sete Estados Membros da UE (Portugal,
Espanha, Bélgica, Irlanda, Alemanha, Grécia e Italia). Em Portugal, estiveram envolvidos 38
laboratérios, tendo os Laboratérios de Microbiologia de Aguas do Instituto Nacional de
Saude Doutor Ricardo Jorge (Instituto Ricardo Jorge) sido lideres nacionais neste projeto.

Em 2000, tem inicio no Instituto Ricardo Jorge o “EQUASE — Programa de Garantia
da Qualidade em Microbiologia da Agua”, integrado numa rede europeia coordenada pelo
entao PHLS — Public Health Laboratory Service, de Newcastle. A partir de 2009, o Instituto
Ricardo Jorge passou a gerir o “Programa Nacional de Avaliagao Externa da Qualidade em
Microbiologia de Aguas”, integrado num Programa mundial que conta com a participagio de
laboratérios, de mais de 50 paises coordenado pela Food and Environment Proficiency
Testing Unit (FEPTU) da Public Health England (PHE) de Londres (desde o dia | de Abril de
2013, a Health Protection Agency (HPA) foi integrada na nova organizacao, PHE).

Este programa é o seguido atualmente pelo LSP e inclui seis esquemas: Legionella
Isolation Scheme, Recreational and Surface Water Scheme, Drinking Water Scheme, Bottled
and Mineral Water Scheme, Dialysis Water Scheme e Hospital Tap Water Scheme, criados

para diferentes tipos de amostras de agua, com diversos niveis de contaminagao microbiana.

Evolucio do Numero de amostras analisadas no LSP

Desde 2015, altura em que iniciei fungdes no LSP, que é evidente o aumento do
volume de trabalho do laboratorio, que tem sido acompanhado da contratagao de pessoal
afeto a0 mesmo bem como do numero de parametros acreditados pelo IPAC.

O LSP ¢ sujeito a auditorias internas e externas frequentemente e todas as equipas
sao unanimes e salientam o espirito de equipa e a elevada cooperagao e motivagao de todos
os envolvidos neste projeto. O laboratério apresenta todas as ferramentas para se destacar
no panorama da Saide Publica do centro do pais, estando em constante atualizagao com a

implementagao de metodologias e vanguarda na area.
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Grafico 3: Esquema grafico do nimero de amostras analisadas no LSP em 2016

Das 14782 aguas analisadas desde | de Abril de 2015, 4500 apresentaram
incumprimentos:

- 473 amostras de aguas termais em parametros microbiologicos;

- 1717 amostras de aguas de consumo, 851 com incumprimento em parametros
microbiologicos e as restantes em parametros fisico-quimicos;

- 1972 amostras de aguas de piscinas, 708 com incumprimento em parametros

microbiologicos e as restantes em parametros fisico-quimicos.
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