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Este trabalho tem como objetivo descrever as metodologias, classificadas em
diretas e indiretas, mas também em manuais e automatizadas, utilizadas
durante um estagio realizado nos Setores de Bacteriologia, Micobacteriologia,
Biologia Molecular e Serologia do Servico de Patologia Clinica do Centro
Hospitalar e Universitario de Coimbra.
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This paper aims to describe the methodologies, classified into direct and
indirect, but also manual and automated, applied during an internship carried
out at the Bacteriology, Mycobacteriology, Molecular Biology and Serology
Sectors of the Clinical Pathology Service of the Coimbra Hospital and University
Center.
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Lista de Abreviaturas, Acronimos e Siglas

DNA — (Acido Desoxirribonucleico);

RNA — (Acido Ribonucleico);

BCSA — Burkholderia cepacia Agar;

BHI — Brain Heart Infusion Broth (Caldo de Infusdo Coragdo Cérebro);

cDNA — (Acido Desoxirribonucleico complementar);

CAM — Campylobacter spp. Agar;

CBGN — Caldo Bacillus de Gram Negativos;

CHUC - Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra;

CLED - Cystine Lactose Electrolyte Deficient (Cistina Lactose Deficiente em
Eletrolitos);

CLIA — Chemiluminescence Immuno Assay (Imunoensaio quimioluminencente);
CM — Cooked Meat;

CMI — Concentragdo Minima Inibitoria;

CMIA — Chemiluminescent Microplate Immunoassay (Imunoensaio quimioluminescente
em microplaca);

CMV - Citomegalovirus;

CNA — Colistin and Nadilixic Acid (Colistina e Acido Nadilixico);

COS — Columbia Agar com 5% de Sangue de Ovelha;

EBNA — Epstein-Barr Virus Nuclear Antigen (Antigénio nuclear do virus Epstein-Barr);
EBV — Epstain-Barr Virus (Virus Epstein-Barr);

EDTA — Ethylenediaminetetraacetic Acid (Acido etilenodiaminotetracético);
ELFA — Enzyme Linked Fluorescent Assay;

ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbent Assay;

FTA-abs — Fluorescent Treponemal Antibody absorption;

HAE 2 — Haemophilus Chocolate 2 agar;

HAV- Hepatitis A Virus (Virus da Hepatite A);

HBYV — Hepatitis B Virus (Virus da Hepatite B);

HCV — Hepatitis C Virus (Virus da Hepatite C);

HSV-1 — Herpes Simplex Virus type 1 (Herpes simplex tipo 1);

HSV-2 — Herpes Simplex Virus type 2 (Herpes simplex tipo 2);

HEKT — Hektoen Enteric Agar;

HIV — Human Immunodeficiency Virus (Virus da Imunodeficiéncia Humana);
HK — HK Columbia 5%;

KV — Schaedler Kanamycin-Vancomycin Agar with 5% Sheep Blood,;
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e 1A —Indice de Avidez;

e |FI — Imunofluorescéncia Indireta;

e |FN-Y — Interferon-Y;

e |g— Imunoglobulina;

o LCR - Liquido Cefalorraquidiano;

e MALDI-TOF — Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight;

e MHE — Muller Hinton E agar 90 mm;

e MHF — Muller Hinton agar 5% horse blood + 20 mg/L 3-NAD;

e NE — Meio para Anaerdbios Nao Esporulados;

e OLA - Olympus Laboratory Automation (Automacao Laboratorial da Olympus);

e PCR - Polymerase Chain Reaction (Reacdo em cadeia da Polimerase);

e PVX - PolyVitex Chocolate Agar;

e (PCR — Real Time Polymerase Chain Reaction (Reacdo em cadeia da Polimerase em
tempo real);

e RPR - Rapid Plasm Reagin;

e RSV — Respiratory Syncytial Virus (Virus sincicial respiratorio);

e RT-PCR — Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (Reagdo em cadeia da
Polimerase com Transcri¢do Reversa);

e SMAC - Sorbitol MacConkey Agar;

e SS— Meio para Salmonella spp. e Shigella spp.;

e TOXO — Toxoplama spp.;

e TPHA — Treponema pallidum Hemaglutination Assay (Ensaio de hemaglutinacdo de
Treponema pallidum);

e TPPA — Treponema pallidum Particle Agglutination Assay (Ensaio de aglutinacdo de
particulas Treponema pallidum);

e TSA — Teste de Suscetibilidade a Antimicrobianos;

e URL — Unidades Relativas de Luz;

e UV —Ultra Violeta;

e VZV —Varicella Zoster Virus (Virus Varicela-zéster);

e YER - Yersinia CIN Agar.
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1. Introducéo

No ambito do Mestrado em Microbiologia lecionado no Departamento de Biologia da
Universidade de Aveiro foi realizado um estagio de 17 de Setembro de 2018 a 17 de Marco de
2019 no Servico de Patologia Clinica do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC)
e este presente relatério, realizados segundo as diretivas de avaliacdo da Unidade Curricular
Dissertacao/Projeto/Estagio.

Este servico contém variadas valéncias, sendo a Microbiologia Clinica a area em que foi
realizado o estadgio curricular, mais especificamente nos Setores de Bacteriologia,
Micobacteriologia, Biologia Molecular e Serologia. O Servigo de Patologia Clinica do CHUC
reline uma vasta quantidade de técnicas laboratoriais e equipamentos modernos e automatizados,
que fazem dele o local de exceléncia para adquirir novos conhecimentos e consolidar outros
adquiridos.

Este estagio teve como principal objetivo a aplicacdo pratica dos conhecimentos teéricos
obtidos no primeiro ano do curso de Mestrado, mas também a compreensdo da gestdo dos
laboratorios através da integracdo nas equipas técnicas e realizacéo de tarefas proporcionadas por
estas.

O presente trabalho aborda algumas das metodologias aplicadas e equipamentos
utilizados em cada setor onde foi realizado o estagio.

Os testes realizados nos Setores sdo utilizados com o objetivo de identificar os
microrganismos infeciosos responsaveis pela doenca e suas resisténcias, bem como avaliar a

imunidade do doente, de modo a monitorizar e travar a infecéo.
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2. Caracterizacdo do Servico de Patologia Clinica do Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra

O estagio do mestrado em Microbiologia foi realizado no Servigo de Patologia Clinica do
CHUC, que tem como diretor o Doutor Fernando Rodrigues.

O Servigo de Patologia Clinica tem como objetivo complementar e facilitar o diagndstico
clinico, permitindo assim uma melhor adequacgéo do tratamento e prevencao.

Este servigo é constituido por salas de colheita, laboratério de urgéncia, zona de recegédo
de amostras, salas administrativas, salas de validacdo, zona de lavagem e laboratorios de
Microbiologia, Micobacteriologia, Imunologia, Serologia, Biologia Molecular, Hematologia e
Bioquimica.

Para além das amostras internas, o Servico de Patologia Clinica, também tem a
capacidade de receber amostras provenientes de outras unidades de salde.

No Servico de Patologia Clinica é utilizado um sistema integrado de gestéo laboratorial
denominado de CliniData-MaxData (Maxdata Software S.A., Carregado, Portugal), onde se
encontram identificadas todas as amostras e respetivas analises a realizar com o historial do
doente. Este sistema permite um rapido e facil acesso ao histérico de um doente, bem como as
listas de andlises a realizar, permitindo assim uma melhor validagéo de resultados e uma melhor
organizagdo no funcionamento do laboratdrio, respetivamente.

O estagio curricular foi realizado no Setor de Biologia Molecular localizado no Hospital
Pediatrico de Coimbra localizado na Avenida Bissaya Barreto em Santo Anténio dos Olivais,
Coimbra e nos Setores de Serologia e Microbiologia situados no Edificio Sdo Jerénimo localizado

na Praceta Professor Mota Pinto, Coimbra.
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3. Diagnostico e Controlo: Cultura, Observacéo e Detecdo

3.1 Métodos Cléassicos

Os métodos classicos da Microbiologia compreendem principalmente a cultura e a
realizacdo de esfregaco em ldminas para coloragdo.

No laboratorio sdo realizados esfregacos em laminas para coloracdo segundo as
metodologias de Gram ou de Ziehl-Neelsen, segundo o produto bioldgico, para serem observadas
no dia de chegada destes mesmaos.

Os meios quando semeados séo colocados a incubar em estufas com temperatura e
atmosfera apropriadas para o crescimento dos microrganismos. Apds a sementeira sdo realizados
conjuntos para incubar, que deverdo ser posteriormente observados em primeiro lugar, devido a
sua urgéncia e importancia como €é o caso do conjunto dos pediatricos, queimados, transplantados
hepaticos e urgéncia. Os restantes séo distribuidos segundo a amostra bioldgica como é o caso
das hemoculturas, urinas, liquidos e outros.

A observacdo das sementeiras é realizada diariamente na manha seguinte, comegando
sempre pelas placas de pacientes urgentes. Em simultdneo sdo também observados Testes de
Suscetibilidade a Antimicrobianos (TSA) importantes para um tratamento rapido no combate a
infecdes.

Aquando das observagfes sdo analisadas a diversidade microbiana, a morfologia dos
microrganismos presentes, o odor, o tipo de disseminacdo, alteragdes de cor do meio e das

colonias e a presenga de halos de inibicdo em caso de TSA.

3.2 Métodos Moleculares Diretos

Apos validacdo dos resultados observados nas placas é sempre realizada a identificacdo
dos microrganismos presentes na placa que foram considerados relevantes para a infecéo.

Todos os microrganismos contém &cidos nucleicos diferentes e especificos, que podem
ser Acido Desoxirribonucleico (DNA) e/ou Acido Ribonucleico (RNA), mas também um
conjunto distinto de proteinas, que os permite distinguir.

Atualmente sdo utilizados equipamentos baseados em metodologias moleculares, que
comparam sequéncias de acidos nucleicos e espectros de proteinas, para permitir realizar, sempre

que possivel, uma identificacdo objetiva.

3.3 Métodos Moleculares Indiretos:
Os métodos moleculares indiretos consistem na detecdo de moléculas pertencentes ao
sistema imunitario, como as Imunoglobulinas (Ig) e reaginas, e as suas interagoes.
Aos detritos libertados pelas células e aos corpos estranhos ao organismo da-se 0 nome
de antigénios (Owen et al, 2013). Quando as células se danificam e libertam os detritos no meio

extracelular, os anticorpos ndo especificos, como é o caso das reaginas, ligam-se para uma melhor
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fagocitose por parte dos macrofagos (Gordon, 2016; Wynn and Vannella, 2016). Assim 0s
linfécitos T migram até aos ganglios linfaticos para apresentar o antigénio aos linfocitos B, que
se diferenciam em plasmacitos e em células meméria (Owen et al., 2013). Os plasmocitos
comecam imediatamente a produzir anticorpos especificos, glicoproteinas, para 0 meio
extracelular (Kurosaki et al., 2015). Os anticorpos especificos ligam-se aos antigénios com o
objetivo de os imobilizar e sinalizar para posterior eliminagdo. Estes anticorpos sdo classificados
em Ig como, IgG, IgD, IgE, IgA e IgM (Altshuler et al., 2010).

No Setor de Serologia 0s anticorpos especificos a serem avaliados sdo as IgM, IgG e IgA,
e ainda a avidez das 1gG, isto é, a medic¢do das forgas entre os anticorpos IgG presentes na amostra
e 0s antigénios correspondentes. As IgM séo as primeiras a serem produzidas apés a infecdo e
apenas perduram por uma semana, por isso quando sdo detetadas pode significar que o doente
tem presente uma infecdo ativa (Kurosaki et al., 2015, Owen et al., 2013). As IgA estdo
normalmente presentes abundantemente nos tecidos mucosos, intestinos, lagrimas e saliva e
promovem o processo anti-inflamatdrio aquando da infecdo (Mason, 2008). Por fim, as 1gG sdo
as imumoglobulinas que aparecem em ultimo lugar e que ap6s a infecdo podem-se prolongar,
dando imunidade ao paciente, diminuir, dando apenas alguma protecdo em caso de reinfecéo, ou
desaparecer. Quando um paciente apresenta positividade para esta 1gG mas ndo para a IgM
significa que o paciente ja teve contacto prévio com o antigénio em questdo, mas sendo que a
infecdo ndo foi recente (Kurosaki et al., 2015).

Para avaliar o estado de imunidade de um doente sdo necessérias pelo menos duas
amostras em diferentes periodos de tempo, uma vez que apenas com uma amostra ndo é possivel
verificar a evolucédo da possivel infegéo.

Se aquando da gravidez existir uma infecdo e a gravida ndo apresentar imunidade, existe
um aumento da probabilidade de a crianga vir a desenvolver graves problemas. Assim, no caso
das grévidas é indispensavel a verificagdo e controlo da imunidade e infe¢c6es. Também o controlo
apos a gravidez é importante uma vez que 0s anticorpos maternos se podem transferir para a
crianga, principalmente as IgG (Rojas-Torres et al., 2014). Para os imunossuprimidos, 0s
imunossupressores podem interferir em muito os resultados, por isso é também importante estar

sempre atento a variagdes drasticas (McShane et al., 2016).
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4. Microbiologia
A Microbiologia engloba véarios setores como o Setor de Micobactérias, o de

Bacteriologia, o de Micologia e o de Parasitologia. A Doutora Catarina Chaves é a responsavel
pelo laboratério de Bacteriologia. Neste relatério apenas serdo abordados os laboratérios de
Bacteriologia e Micobacteriologia.

No laboratério de Microbiologia sdo utilizadas tanto técnicas classicas como técnicas

automatizadas, que permitem, sempre que possivel, um diagndstico rapido, claro e exato.

5. Bacteriologia

Este setor tem como principal funcdo identificar as possiveis bactérias responsaveis pela
doenca no paciente, permitindo assim ajudar no diagndstico e monitorizagdo, mas também no
tratamento através da detecdo de possiveis resisténcias a antibioticos.

As metodologias consistem inicialmente na realizacdo de sementeiras e enriquecimentos
em diferentes tipos de meios, mas também na realizacdo de testes moleculares requisitados pelo
clinico e que dependem do tipo de produto bioldgico.

As culturas primarias compreendem todas as sementeiras efetuadas a partir de uma
amostra bioldgica, enquanto que as repicagens compreendem todas as sementeiras realizadas a
partir de col6nias das culturas primarias.

Neste setor utilizam-se maioritariamente as recomendacfes publicada pelo European
Committee on antimicrobial susceptibility testing (European Committee on antimicrobial
susceptibility testing, 2019) e as recomendagdes publicadas pelo Instituto Nacional de Saude

Doutor Ricardo Jorge (Fonseca et al., 2004).
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5.1. Meios de cultura:

e Columbia Agar com 5% de Sangue de Ovelha (COS) (OXOID Ltd., Cheshire, Inglaterra)

Este meio é geralmente utilizado como meio de isolamento primario uma vez que tem
como objetivo permitir o crescimento universal de microrganismos. Este meio ndo contém
glicose, o que permite distinguir microrganismos capazes de hemolise e ndo capazes. A hemdlise
é caracterizada pela destruigdo das hemécias, que provoca uma alteragdo de cor no meio (Murray
et al., 2007; OXOID, 2009).

e Cystine Lactose Electrolytes Deficient Agar (CLED) (Frilabo Lda., Porto, Portugal)

Este meio é caracterizado pela presenca de cistina, lactose e pela auséncia de eletrdlitos.
A presenca de cistina permite o crescimento de microrganismos dependentes de cistina,
nomeadamente as bactérias coliformes. A lactose € utilizada com o intuito de distinguir bactérias
fermentadores de lactose e ndo fermentadoras. Por fim a auséncia de eletrolitos minimiza o
“swarming”, isto é a proliferacdo e movimento de espécies de Proteus spp. Este meio contém
ainda azul de bromotimol que serve como indicador de pH. Aquando da presenca de
microrganismos fermentadores da lactose, 0 pH do meio diminui. Esta reacdo gera uma alteracdo
visivel macroscopicamente através da alteracdo de coloracdo do meio de azul para amarelo
(Fonseca et al., 2004).

e Chocolate Agar PolyViteX (PVX) (bioMérieux S.A., Marcy-I'Etoile, Franca)

Este meio contém sangue hemolisado e PolyViteX. A hemdlise do sangue presente no
meio permite a libertacdo de fatores de crescimento como o factor X (hemina) enquanto que, o
PolyViteX fornece o fator V (NAD), que possibilitam a proliferagdo de Haemophilus spp. Este
meio destina-se principalmente aos Haemophilus spp., Neisseria spp. e Sreptococcus pneumoniae
(bioMériuxc, 2019c; Murray et al., 2007).

e Haemophilus Chocolate 2 agar (HAE 2) (bioMérieux S.A., Marcy-I'Etoile, Franca)

Como o proprio nome indica, este meio € préprio para o crescimento de Haemophilus
spp. O meio HAE consiste numa gelose de chocolate, mais especificamente, um PVX com
antibioticos. Por ser especifico, é maioritariamente utilizado para amostras que contenham
elevada diversidade microbiana, como sdo exemplos as expetorac¢des (bioMérieux, 2019d).

e Columbia CNA Agar (Colistin and nadilixic acid - CNA) (OXOID Ltd., Cheshire, Inglaterra)

Meio de COS melhorado e seletivo para microrganismos de Gram-positivo,
nomeadamente para Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. Este meio contém colistina e acido
nalidixico que inibem microrganismos de Gram-negativo (Murray et al., 2007; OXOID, 2019b).
o HK Columbia 5% (HK) (BIOGERM S.A., Maia, Portugal)

Semelhante ao COS, no entanto, contém sangue de cavalo. Este meio é utilizado no
laboratério para testar a suscetibilidade dos microrganismos anaerdbios a discos de antibiético de
netilmicina (BIOGERM, 2019; Murray et al., 2007).

Universidade de Aveiro — Mestrado em Microbiologia



Estagio no Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra — Setores de Biologia Molecular, Serologia e Microbiologia

¢ Anaerdbios Nao Esporulados (NE) (BIOGERM S.A., Maia, Portugal)

Meio HK Columbia 5% com suplementos para o isolamento de microrganismos
anaerobios ndo esporulados (Murray et al., 2007).

e Schaedler Kanamycin-Vancomycin Agar with 5% Sheep Blood (KV) (Becton Dickinson and
Company, New Jersey, U.S.)

Este meio é utilizado para o isolamento seletivo de bactérias de Gram-negativo
anaerobias, através do uso de kanamicina e vancomicina como agentes seletivos (Becton,
Dickinson and Company, 2013; Murray et al., 2007).

o Salmonella e Shigella (SS) (Frilabo Lda., Porto, Portugal)

Este meio seletivo € utilizado para o isolamento de Salmonella spp. e Shigella spp.,
através da inibicdo de microrganismos de Gram positivo e outras Enterobacteriaceae que nao
Salmonella spp. e Shigella spp. (Murray et al., 2007).

e Hektoen Enteric Agar (HEKT) (Frilabo Lda., Porto, Portugal)

Este meio tem também como objetivo o isolamento e diferenciacdo de bacilos
enteropatogénicos de Gram negativos nomeadamente Salmonella spp. e Shigella spp. Os
indicadores azul de bromotimol e fucsina sdo os que permitem a diferenciagdo macroscépica
(Murray et al., 2007).

e Campylobacter Agar (CAM) (bioMérieux S.A., Marcy-I'Etoile, Franca)

Meio especifico para isolamento de Campylobacter jejuni (bioMérieux, 2019b; Murray
et al., 2007).

e Yersinia CIN Agar (YER) (bioMérieux S.A., Marcy-I'Etoile, Franca)

Meio seletivo para Yersinia spp., constituido por peptonas responsaveis pelos nutrientes,
violeta de cristal e desoxicolato de sodio e ainda agentes antimicrobianos responsaveis pela
inibicdo seletiva de microrganismos de Gram negativo e de Gram-positivo (bioMérieux, 2019g;
Murray et al., 2007).

e Sorbitol MacConkey Agar (SMAC) (OXOID Ltd., Cheshire, Inglaterra)

Para as fezes das criancas € realizada uma sementeira em MacConkey parcialmente
seletiva, a partir de uma cultura de Escherichia coli O157, para diferenciar e isolar diferentes
serotipos desta estirpe (OXOID, 2019c; Murray et al., 2007).

e Burkholderia cepacia (BCSA) (bioMérieux S.A., Marcy-I'Etoile, Franca)

Este meio € constituido com o intuito de maximizar a proliferacdo da B. cepacia, uma vez
que se pode tornar num microrganismo oportunista aquando casos clinicos como a fibrose cistica,
em que o sistema imunoldgico se encontra debilitado (LiPum, 2001). Nestes casos a

monitorizacdo deste microrganismo é essencial (bioMérieux, 2019a).
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e Tryptone Soya Agar with Sheep Blood e Tryptic Soy Agar (OXOID Ltd., Cheshire,
Inglaterra) (Frilabo Lda., Porto, Portugal)

Meios ndo seletivos utilizados como controlo dos TSA automatizados (Frilabo, 2019;
OXOID, 2014).

e Mueller Hinton agar + 5% horse blood + 20 mg/l B8-NAD (MHF) (bioMérieux S.A., Marcy-
I'Etoile, Franca)

Para realizar os TSA manuais, sdo também necessarios meios especificos que ndo reajam
com os antibiéticos a utilizar. Este meio é utilizado para testar a suscetibilidade de
microrganismos fastidiosos, como por exemplo os Haemophilus spp. (bioMérieux, 2019¢).

e Mueller Hinton E agar 90 mm (MHE) (bioMérieux S.A., Marcy-I'Etoile, Franca)

Para os microrganismos ndo fastidiosos utiliza-se este meio, sem sangue de cavalo, para
realizar os TSA manuais. (bioMérieux, 2019f).

e Uricult Trio (Orion Diagnostica Ldt., Espoo, Finlandia)

Meio de cultura para infe¢des urindrias. Este tipo de sementeiras € normalmente aplicado
a criancas para a detecdo presuntiva de microrganismos. Este teste permite o crescimento

simultaneo em meio CLED, SMAC e meio seletivo de E. coli (Orion, 2019).
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5.2. Caldos de enriquecimento:

e Caldo Bacillus de Bactérias de Gram Negativo (CBGN) (Becton Dickinson and Company,
Nova Jersey, EUA)

Para a suspeita de bacilos de Gram negativo é utilizado o meio de enriquecimento nao
seletivo CBGN. E utilizado como meio de enriquecimento ndo seletivo para produtos biol6gicos
como as fezes (Murray et al., 2007).

e Brain Heart Infusion Broth (BHI) (OXOID Ltd., Cheshire, Inglaterra)

Este meio permite o crescimento geral de microrganismos. E utilizado frequentemente
como meio de culturas primarias para produtos bioldgicos que necessitem de um primeiro
enriguecimento para microrganismos como por exemplo, bidpsias e cateteres. Tem como
principais constituintes, infusdo de cérebro-coragdo, peptonas e glucose (Becton, Dickinson and
Company, 2009; OXOID, 2019a; Murray et al., 2007).

e Cooked meat (CM) (BIOGERM S.A., Maia, Portugal)

Este meio é constituido por um caldo e por granulos de carne cozida que tanto permitem
0 crescimento de microrganismos aerébios no cimo do caldo como microrganismos anaerobios
no fundo do caldo junto aos granulos de carne. Este meio é utilizado no laboratério principalmente
como cultura priméria de enriquecimento de bidpsias e outros cujo seja importante a pesquisa de

microrganismos anaerdbios (Becton, Dickinson and Company, 2009).
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5.3. Equipamentos:

e BACT/ALERT ®3D (bioMérieux S.A., Marcy-I'Etoile, Franca)
As hemoculturas séo culturas de sangue em meio liquido que permitem o crescimento
ndo seletivo de microrganismos (bioMérieux, 2016). Para as hemoculturas sdo utilizados frascos
préprios para a utilizagdo num equipamento denominado de BACT/ALERT®3D (Figura 1).

Figura 1: Equipamento BACT/ALERT® 3D.

S&o utilizados trés tipos de frascos de hemocultura, sendo que sdo utilizados para a
pesquisa de aer6bios e anaerdbios facultativos em colheitas de adulto, aerébio e anaerdbios
facultativos em colheitas de crianga e anaerdbios e facultativos (bioMérieux, 2018; Bulas
informativas dos frascos de hemocultura).

Os frascos contém sensores de emulsdo liquida no fundo que reagem ao aumento da
concentracdo de dioxido de carbono (CO>) e a diminuicdo de pH através de mudanca de cor visivel
macroscopicamente (Figura 2 e 3). Este teste colorimétrico é frequentemente controlado e
analisado pelo equipamento de modo a facilitar a detecdo de hemoculturas positivas, isto €,

hemoculturas onde tenha ocorrido um crescimento de microrganismos.
_ o _—

Figura 2: No fundo do frasco apresentam-se sensores  Figura 3: Diferenga entre hemocultura negativa
de emulsdo liquida que permitem a alteracéo de cor a e hemocultura positiva com alteragéo de cor do

detetar pelo equipamento. fundo do frasco.
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O equipamento disponibiliza em tempo real o nimero de amostras que contém, o0 nimero
de amostras que positivaram e as que se mantiveram sem reacdo. O equipamento também é capaz
de demonstrar onde se encontram as amostras positivas e negativas a retirar, através de um painel

demonstrado na Figura 4.

{2 |
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Figura 4: Painel do equipamento onde o nimero de culturas é visualizado. E possivel verificar a

existéncia de culturas positivas pela cor amarela de fundo.

e Whitley DG250 Workstation (Don Whitley Scientific Ltd., Bingley, Inglaterra)

Esta cAmara de anaerobiose é utilizada para a incubagdo e manuseamento de sementeiras
para a pesquisa de microrganismos anaerobios (Figura 5). Dentro da cdmara existem trés gases.
O CO; serve para criar atmosfera e 0 azoto é utilizado para preencher a cdmara. No entanto é o
hidrogénio que tem o papel fundamental de se ligar ao oxigénio e formar agua, permitindo assim

0 ambiente de anaerobiose (Don Whitley Scientific Ltd., 2019).

Figura 5: Camara de anaerobiose.
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e VITEK® MS (bioMérieux S.A., Marcy-I'Etoile, Franca)
VITEK® MS é um equipamento de espectrometria de massa que utiliza a técnica Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight (MALDI-TOF) com o objetivo de
identificar microrganismos. Para esta técnica séo utilizadas Iaminas com pogos a que se adicionam

uma coldnia, uma solucéo de lise e uma matriz (Figura 6).

Figura 6: Lamina com pogos utilizada no equipamento VITEK® MS.

A técnica MALDI-TOF consiste na ionizagdo da amostra presente no pogo da lamina para
que as moléculas migrem, com a adicdo de carga elétrica a partir do anel de elétrodos, até ao
sensor. As moléculas durante a migracdo separam-se por tamanhos, permitindo assim ao software

gerar um grafico que representara o perfil proteico da espécie (Figura 7) (bioMérieux, 2018a).

Figura 7: Software que permite verificar em tempo real o resultado da amostra a ser analisada pelo
equipamento VITEK® MS.
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e VITEK® 2 para TSA (VITEK TWO XL) (bioMérieux S.A., Marcy-I'Etoile, Franca)

Este equipamento permite para além da identificacdo, a realizacdo de TSA (Figura 8).

Figura 8: Equipamento utilizado para TSA automatizado, VITEK® 2.

No laboratdrio este equipamento é maioritariamente utilizado para TSA, uma vez que a
identificacdo se realiza no VITEK® MS. Para este equipamento sdo utilizadas cartas descartaveis
que permitem a incubagdo de microrganismos sob diferentes concentragdes e tipos de antibidticos
e diferentes condicfes que permitem a identificacdo através do perfil fenotipico (Figura 9). No
laboratorio sdo utilizadas cartas para Staphylococcus spp., Streptococcus spp., para bactérias de
Gram negativo, para bactérias de Gram negativo multirresistentes e ainda cartas para
pneumococos. Os resultados sdo monitorizados pelo aparelho através de turbidimetria.
(bioMérieux, 2018b).

Figura 9: Identificacéo das cartas para TSA automatizado no equipamento VITEK® 2.

Quando os organismos sao fastidiosos ou os antibioticos a testar ndo se encontram nos
conjuntos das cartas, sao realizados TSA’s manuais. Sdo varios os antibiéticos utilizados para
variados microrganismos, como é o caso dos Streptococcus B-hemoliticos e dos Haemophilus
spp.

Para a realizacdo de TSA’s manuais sdo utilizados dois tipos de meios 0 MHF e 0 MHE.
A sua utilizacdo depende se 0 microrganismo a testar é fastidioso ou ndo. Para a realizacdo de

TSA’s sdo utilizados antibi6ticos sob dois tipos de formas, disco ou tira E-teste. Os discos tém na
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sua constituicdo uma concentracdo exata de antibiético que inibe o crescimento de
microrganismos em seu redor formando um halo. Por sua vez, as tiras do E-teste permitem a
determinagcdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI), uma vez que contém diferentes
concentracdes do antibidtico ao longo da tira. Na Figura 10 pode verificar-se a utilizacao do disco

de antibidtico e do E-teste para a realizacdo de um TSA manual.

Figura 10: TSA manual com disco e E-test.

e GeneXpert ®XVI (Cephid, Califérnia, EUA)

Este equipamento (Figura 11) é baseado numa PCR em tempo real (qPCR), teste
molecular que permite detetar e quantificar sequencias de acidos nucleicos dos microrganismos
em tempo real. Para o equipamento sdo utilizados kit’s que contém ja todos os reagentes
necessarios a reacdo. Cada kit é especifico para cada microrganismo relevante. O trabalho manual
consiste apenas na colocacdo da amostra no kit e a colocacdo do kit no equipamento, o que

rentabiliza o tempo do clinico (Cephid., 2014).

= ) |

Figura 11: Equipamento GeneXpert® XVI.

No laboratorio sdo utilizados varios kit’s (Streptococcus do grupo B de Lancefield,
toxinas de Clostridium difficile, Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Chlamydia
trachomatis e Neisseria gonorrhoeae e genes de resisténcia associados as carbapenemases em

bactérias de Gram negativo).
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5.4. Produtos Biologicos:

5.4.1.Urina

As infecBes urinarias sdo uma das infecdes mais frequentes para as quais sdo utilizados
antibidticos. Devido a sua elevada sobreutiliza¢do, tem vindo a verificar-se um aumento de
resisténcias aos antibidticos, por isso € importante um bom diagnéstico para um tratamento mais
adequado (Hillier et al., 2007; O’Neill, 2016; Schmiemann et al., 2010). Os microrganismos mais
comuns nas infecdes urinarias séo a E. coli seguida pela Klebsiella pneumoniae (Lee et al., 2018).
A E. coli é de grande importancia uma vez que a causa do elevado numero de infecoes esta
relacionada com o facto de esta pertencer a microbiota intestinal humana (Lewis et al., 2013).

Todo o produto bioldgico urinario a ser recolhido deve desprezar o primeiro jato e chegar
ao laboratério em frascos que contenham &cido borico, que permite a estabilizagdo e conservagao
do produto bioldgico até ao seu processamento (Murray et al., 2007). Ao chegar ao setor sdo
realizadas culturas priméarias e COS e CLED a partir dos frascos com ansas de 1 pL. Os
procedimentos a realizar encontram-se na Figura 12 apresentada abaixo.

As culturas primérias podem obter trés resultados diferentes: sem crescimento de
microrganismos, crescimento de microrganismos relevantes e/ou predominantes e flora mista (3
Oou mais microrganismos presentes). Apenas as sementeiras que apresentam crescimento de
microrganismos relevantes e predominantes devem ser analisadas. As restantes sdo descartadas e
é pedida nova amostra.

cos CLED
Incubagdo em aerobiose a 37 °C durante 24 horas
Observagdo e Validagdo
Identificagdo
TSA

AYAYAYA

Figura 12: Procedimentos comuns para urinas. Adaptado de Fonseca et al., 2004.
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Abaixo nas Figuras 13, 14, 15, 16 e 17 sdo apresentadas algumas coldnias, obtidas a partir

de urina, em variados meios de cultura.

Figura 13: Sementeira em meio COS com E. colia Figura 14: Sementeira em meio COS com Proteus

partir do produto bioldgico urina. mirabilis a partir do produto biolégico urina.

Figura 15: Sementeira em meio CLED com Figura 16: Sementeiraem meio CLED com E. coli
Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecalis a partir do produto bioldgico urina.

a partir do produto biolégico urina.

Figura 17: Sementeiras em meio Uricult Trio com E. coli a partir do produto bioldgico urina.
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5.4.2.Expetoracdes, Aspirados Bronquicos e Lavados Bronquicos

As infecbes do trato respiratério inferior foram as segundas infe¢Ges mais prevalentes em
Portugal em 2017. As principais bactérias que provocam infe¢Bes respiratorias da comunidade
sdo os S. pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae e ainda Haemophilus influenzae (PPCIRA,
2018).

Dos vérios tipos de produtos bioldgicos respiratorios do trato inferior, foram
maioritariamente avaliados as expetoracfes, os aspirados broncoalveolares e os lavados
broncoalveolares. Abaixo na Figura 18 é apresentado o procedimento mais frequente para 0s
produtos bioldgicos respiratorios que chegam ao laboratério.

Aspirado Lavado
Broncoalveolar Broncoalveolar

COS HAE COoS HAE COS PVX

Lamina Gram para observagdo ao microscépio
ético

Expetoracdes

Incubagdo em atmosferarica em CO2a 37 °C
durante 24 horas

Observagdo e Validagdo

Identificagdo

: TSA

Figura 18: Procedimentos comuns para produtos biolégicos respiratérios do trato inferior. Adaptado de
Fonseca et al., 2004.
Abaixo nas Figuras 19, 20, 21 e 22 s&o apresentadas algumas coldnias obtidas a partir de

produtos bioldgicos respiratorios com ansas de 10 pL.

Lo

Figura 19: Sementeira em meio PVX com E. colia Figura 20: Sementeira em meio COS com S.

partir da amostra biol6gica lavado brénquico. aureus a partir da amostra biol6gica expetoracéo.
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Figura 21: Sementeira em meio HAE com Figura 22: Sementeira em meio CLED com P.

Klebsiella aerogenes a partir da amostra biolégica aeruginosa a partir de amostra bioldgica

expetoracao. expetoracao.

5.4.3.Fezes

As fezes sdo um produto bioldgico com elevada diversidade bacteriana (Fraher et al.,
2012), por isso é necessario primeiro fazer um enriquecimento especifico para o crescimento de
bactérias que possam ser a causa da infe¢do. Para isso sdo utilizados varios meios seletivos que
permitem o enriquecimento e crescimento de varios tipos de microrganismos.

Na Figura 23 é apresentado o fluxograma mais frequente para pesquisa de bactérias nas

fezes.

Adultos Criangas

Toxinas de
Clostridium
difficile

c GeneXpert
Incubacdo em Incubagdo em

aerobiose a 37 °C

CBGN SMAC YER CAM

Incubagdo em aerobiose a microaerofilia

37 °C durante durante ad2°C
24 horas durante 48
24 horas
c horas
SS HEKT

c Incubagdo em aerobiose a
c 37 °Cdurante 8-24 horas

c Observacdo e Validagdo

Identificagdo

c TSA

Figura 23: Procedimentos comuns a realizar para produtos biol6gicos fecais. Adaptado de Fonseca et al.,
2004.
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Na Figura 24 é apresentado um exemplo de uma sementeira, realizada com uma ansa de

10 uL, gue teve como origem as fezes.

Figura 24: Sementeira em meio HEKT com E. coli a partir de produto biolégico fecal.
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5.4.4.Hemoculturas
As hemoculturas que 0o BACT/ALERT® 3D identifica como positivas (Pagina 10), ou seja
com desenvolvimento de microrganismos, sdo sujeitas ao fluxograma apresentado abaixo na

Figura 25.

CcoS Lamina Gram

c Incubagao em

atmosferarica em

C0O2 a 37 °Cdurante
: 24 horas
Observagdo e Validagdo
< Identificacao

: TSA

Figura 25: Procedimentos comuns realizados para hemoculturas positivas. Adaptado de Fonseca et al.,
2004.

Abaixo nas Figuras 26 e 27 sdo apresentadas algumas coldnias, obtidas a partir do
espalhamento de trés gotas das hemoculturas.

Figura 26: Sementeira em meio COS com Figura 27: Sementeira em meio CLED com K.
Staphylococcus epidermidis e E. faecalis a partir de  pneumoniae a partir de hemocultura positiva.

hemocultura positiva.
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5.4.5.Exsudados

Os exsudados podem ser profundos ou superficiais, associados a feridas fechadas e a
feridas abertas, respetivamente. Ambos devem ser extraidos por punc¢do, aspiracdo ou, caso tal
ndo seja possivel por zaragatoas (Fonseca et al., 2004).

Para os exsudados de feridas sdo normalmente realizadas culturas primarias em meio
COS e realizados esfregacos para coloracao pelo método de Gram.

Para os exsudados vaginais e retais sdo normalmente realizados testes no equipamento
GeneXpert como por exemplo teste para pesquisa de C. trachomatis e N. gonorrhoeae.

Abaixo nas Figuras 28 e 29 sdo apresentadas algumas coldnias realizadas a partir de

zaragatoa ou gota dos exsudados.

Figura 28: Sementeira em meio NE com Figura29: Sementeira em meio COS com E. colie
Fusobacterium spp. a partir do produto bioldgico Corynebacterium striatum a partir do produto

pus de abcesso. bioldgico exsudado de ferida cirdrgica.
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5.4.6.Liquidos diversos
Os produtos bioldgicos liquidos compreendem o liquido cefalorraguidiano (LCR), o

liquido pleural, o liquido sinovial, o liquido peritoneal e ainda outros liquidos.

e LCR

No caso da bacteriologia é utilizado o sedimento resultante da centrifugacdo do LCR. A
partir do sedimento realizam-se assim sementeiras em meio COS, BHI, PVX e coloragéo pelo
método de Gram (Figura 30).

e Liquido Peritoneal

Liquido peritoneal deve ser semeado em CM, COS e deve ser feita uma lamina para
coloracdo pelo método de Gram. A sementeira em CM servird como enrigquecimento de
anaeradbios para que se possa posteriormente fazer uma repicagem para 0s meios de anaerobiose
(NE, HK e KV).

e Liquido Pleural e Sinovial

Para os liquidos pleural e sinovial, uma vez que sao liquidos com menos flora microbiana,
sd80 necessarios meios que permitam um melhor enriquecimento para o crescimento dos
microrganismos por isso sdo ainda acrescentados o PVX e o BHI, relativamente ao liquido
peritoneal.

Figura 30: Sementeira em meio PV X com Paenibacillus macerans a partir de uma gotado

produto biolégico LCR.
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5.4.7.Bilis

Para a bilis sdo normalmente realizadas cinco sementeiras em meios de CNA, CLED e
meio de anaerobiose (NE, HK e KV), que permitem isolar bactérias de Gram-positivo, de Gram-
negativo e anaerdbios, respetivamente. Este método permite verificar um panorama geral de todos
0S microrganismos.

Abaixo, na Figura 31, estdo representadas algumas col6nias obtidas a partir de uma gota
de bilis em meio NE.

Figura 31: Sementeira em meio NE com Clostridium perfringens e Enterococcus avium a partir do

produto bioldgico bilis.

5.4.8.Biopsias

Para as bi6psias sao utilizados inicialmente dois meios de enriquecimento, o BHI e 0 CM
gue tém como objetivo permitir o crescimento ndo seletivo de microrganismos. O BHI utiliza-se
em casos em gue a amostra necessita de um enriguecimento mais intenso, por outro lado o CM
permite um melhor crescimento de microrganismos anaerébios. Ap6s o enriquecimento sao entao
realizadas repicagens para identificagdo e TSA.
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5.4.9.Cateter

Para este produto biol6gico sdo inicialmente utilizados os meios COS e BHI. O BHI
utiliza-se apenas quando o cateter é de pequeno didmetro, o que ndo permite a realizacdo de uma
sementeira ou quando o cateter &€ comprido, impedindo assim a realizagdo de uma colonizagdo

giratoria. Apds o enrigquecimento no meio BHI é realizada uma repicagem para meio COS (Figura
32) (Fonseca et al., 2004).

Cateter comprido ou de

Cateter normal dismetro menor
Ccos BHI
J L cos
G Incubagdo em atmosferarica em CO2 a 37 °C 24 horas
c Observagdo e Validagao
Identificagdo
c TSA

Figura 32: Procedimentos comuns realizados para identificacdo de microrganismos em cateteres.
Adaptado de Fonseca et al., 2004.
Abaixo na Figura 33 estdo representadas col6nias de S. epidermidis, 0 microrganismo
mais detetado em 2018 em cateteres no CHUC.

Figura 33: Sementeira em meio COS com S. epidermidis a partir do produto biol6gico ponta de cateter.
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5.5. Dados estatisticos relativos ao Setor de Bacteriologia

Em 2018 foram detetados 23181 isolados de microrganismos relevantes. Os produtos
bioldgicos predominante sdo as urinas e as hemoculturas, sendo a prevaléncia de infecoes
associada a E.coli e aos Staphylococcus epidermidis, respetivamente. No entanto os dois
microrganismos mais prevalentes foram a E.coli e o Staphylococcus aureus. Abaixo na Figura 34

estdo representados os isolados por produto bioldgico.

Escherichia coli 3874
Kiebsiella pneumoniae 1213
Proteus mirabilis 458
Pseudomonas aeruginosa 399
Enterococciis faecalis 336
Staphylococciis epidermidis 467
Staphyvlococcus aureus 396
Escherichia coli 289
Staphyvlococcus aureits 597
Pseudomonas aeruginosa 497
Klebsiella pneumoniae 245
Staphyvlococcus aureits 472
Urinas 7631 Pseudomonas aeruginosa 286
Hemocultura 2823 Escherichia coli 139
Expetoragdes 1996 / Staphylococcus aureus 255
Exsudados Ferida 1773 Pseudomonas aeruginosa 252
Aspirado bronquico 1264 Klebsiella pneumoniae 149
Pus abcesso 1146 Escherichia coli 135
Liquidos 970 \ Staphylococcus auireits 129
Bilis 580 Escherichia coli 102
Ponta cateter 432 Staphylococcus aureus 86
Fezes 267 Pseudomonas aeruginosa 59
Candida albicans 49
Klebsiella pneumoniae 46
Kiebsiella pneumoniae 81
LCR 74 Enterococcus faecalis 69
_ Staphylococcus epidermidis 123
Klebsiella pneumoniae 44
Campylobacter jejuni 117

Campylobacter coli

Staphylococciis epidermidis 11
Staphylococciis haemolyticiis 8

Figura 34: NUmero de isolados por produto bioldgico com o niimero de isolados mais frequentes, no ano
de 2018.
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6. Micobacteriologia

Das micobactérias, a que causa mais preocupacdo atualmente é o Mycobacterium
tuberculosis uma vez que € uma das doencas gque mais mata no mundo (WHO, 2018). Algumas
micobactérias sdo oportunistas podendo causar doenca quando o0 organismo se encontra com 0
sistema imunitario deprimido, por esse motivo é importante detetar, identificar e tratar os casos
de infecdo por micobactérias (Wagner and Young, 2004). No laboratério sdo realizados exames
moleculares diretos e exames culturais para identificacdo da micobactéria e das suas resisténcias.
Na Figura 35 abaixo representa o fluxo de trabalho com os exames culturais.

Urinas Fezes Bidpsias Liquido Pleural Prc?dut’o s LCR
Respiratorios

Centrifugar Dissolver Enriquecimento

Descartar ;
5E Filtrar

sobrenadante - . '

g Descontaminar e Liquidificar
< Parar reagdo com Tampao Fosfato

Centrifugar

Descartar sobrenadante 1
4
GS + Lamina Gram

o

Estreptomicina Rifampicina Isoniazina Etambutol Pirazinamida

Figura 35: Procedimentos para a identificacdo de micobactérias e suas suscetibilidades a antibitticos.
Adaptado de ECDC, 2018 e Stinson et al., 2014.

O exame direto para as micobactérias consiste na coloragdo de uma Iamina que € realizada
a partir da amostra descontaminada com citrato de NaOH, isto é, ausente de outros
microrganismos que dificultem a visualizacdo de micobactérias. O método utilizado para a
colorac&o é o Ziehl-Neelsen, que permite diferenciar os bacilos resistentes a descoloracéo dos ndo
resistentes & descoloracdo. Essa diferenciacdo estd diretamente ligada a presenca de elevada
concentragcdo de lipidos presentes na parede celular, que apesar de permitirem a primeira
coloracdo com fucsina, ndo permitem a descoloragdo pelo &cido cloridrico e alcool, ndo
permitindo assim a segunda coloracdo com azul de metileno. Os resistentes & descoloragdo
denominam-se acido-alcool resistentes.

Lowenstein-Jensen ¢ um meio utilizado para a cultura de micobactérias, com especial
atencdo para o M. tuberculosis. A sua analise é feita a nivel macroscépico como ¢é visivel na
Figura 36.
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Figura 36: LOW positivo.

MGIT™ Mycobacteria Growth Indicator Tube e BACTEC™ MGIT™ 960 PZA Tube
(Becton Dickinson and Company, Nova Jersey, EUA) sdo tubos com meio de cultura para o
crescimento de micobactérias que sdo colocados a incubar no equipamento BACTEC ™ MGIT
™ 960 mycobacterial detection system (Becton Dickinson and Company, Nova Jersey, EUA)
(Figura 37) (Becton, Dickinson and Company, 2019). Este equipamento permite a dete¢do do
crescimento de micobactérias através da leitura periddica de fluorescéncia.

O tubo de cultura contém agar de Middlebrook 7H9 e um composto fluorescente
envolvido em silicone permedvel e sensivel ao oxigénio. Com o crescimento das micobactérias o
oxigeénio é consumido deixando de inibir a fluorescéncia. A cultura deve manter-se entre 4 a 13
dias a incubar. O equipamento deteta a fluorescéncia emitida frequentemente através da indugdo
de fluorescéncia por uma Ligth Emitting Diode (LED) e deteco por um detetor de luz (Manual
informativo do equipamento).

Em caso de positividade sdo realizadas uma sementeira em COS e uma lamina para
coloracdo Gram para verificar se a positividade se deve realmente a presenca de micobactérias ou
de outras bactérias.

27

Universidade de Aveiro — Mestrado em Microbiologia



Estagio no Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra — Setores de Biologia Molecular, Serologia e Microbiologia

Ap0s verificar a presenga de micobactérias sdo realizados ainda TSA’s, também eles
realizados neste equipamento. Estes testes de susceptibilidade sdo semi-quantitativos uma vez
gue comparam o crescimento do tubo de cultura com um outro tudo de cultura a que foi
adicionado um antibiético, com o intuito de permitir verificar a possibilidade de resisténcias a
antibidticos, nomeadamente a estreptomicina, isoniazida, rifampicina e etambutol. BACTEC™
MGIT™ 960 PZA é o tipo de tubo que contém tal como o anterior agar de Middelbrook, no

entanto contém o pH mais baixo. Este tubo é utilizado no TSA para o antibiotico pirazinamida,

também utilizado no equipamento BACTEC ™ MGIT ™ 960 mycobacterial detection system.

Figura 37: Equipamento BACTEC ™ MGIT ™,

Por altimo, os frascos de Cultura BACTEC™ Myco/F Lytic sdo frascos de hemoculturas
com meio liquido que permitem a pesquisa de micobactérias presentes no sangue. (Becton,
Dickinson and Company, 2019a) Estes frascos sdo utilizados no aparelho BD Bactec™ 9120
Blood Culture System (Becton Dickinson and Company, Nova Jersey, EUA) (Figura 38) (Becton,
Dickinson and Company, 2019b). Este equipamento permite monitorizar a fluorescéncia a partir
de um sensor de CO,, presente no fundo do frasco de cultura (Manual informativo do
equipamento). Quando estes se apresentam como positivos sdo realizados exames diretos e

sementeiras em COS e uma lamina para coloragdo pelo método de Gram.

Figura 38: Equipamento BACTEC™ 9120 Blood Culture System.
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Para além de testes culturais sdo ainda realizados testes moleculares, a partir das reservas
de amostra armazenadas, que consistem na detecdo de DNA de modo a identificar o
microrganismo causador da doenca e as suas possiveis capacidades de desenvolver resisténcias.

GenoType MTBDR plus e GenoType Mycobacterium CM (Hain Lifescience, Nehren,
Alemanha) sdo os Kit’s mais utilizados no laboratério, que contém todos os componentes
necessarios a amplificacdo e a hibridizagio dos &cidos nucleicos. Para este teste s&o utilizadas
sondas que vao hibridizar com o DNA e permitir identificar o possivel microrganismo e as
possiveis mutagdes frequentes que possibilitam as resisténcias (Hain Lifescience, 2014, 2015).
Na Figura 39 sdo demostrados alguns resultados da hibridizagdo com o teste GenoType

Mycobacterium CM.

Figura 39: Bandas do teste GenoType Mycobacterium CM que indicam as varias espécies presentes nas

amostras, através da conjugacédo dos primers.
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7. Biologia Molecular

O Setor de Biologia Molecular é constituido por laboratérios e gabinetes de validacdo que
estdo sob responsabilidade da Doutora Henriqueta Pereira.

Este setor tem como objetivo realizar a pesquisa de moléculas, como &cidos nucleicos,
anticorpos, entre outras associadas a infecOes, atraves da analise molecular a produtos biolégicos
como soro, plasma, LCR, expetoragdes, lavados, liquido amniético, urina, entre outros.

Os métodos utilizados sdo divididos em diretos e indiretos, que tem como alvo a pesquisa
de microrganismos e a resposta do organismo a antigénios estranhos associados a infecdo,
respetivamente.

No setor, realizam-se frequentemente analises as cargas de Human Immunodeficiency
Virus (HIV), Hepatitis B Virus (HBV) e Hepatitis C Virus (HCV), aos marcadores e aos
gendtipos de microrganismos, através de dois principais métodos: imunoensaios e extragao

seguida de amplificacdo, detecdo e sequenciagéo.
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7.1. Extracdo de acidos nucleicos
Todos os microrganismos contém acidos nucleicos que podem ser DNA e/ou RNA. A
extracdo consiste em essencialmente quatro passos: lise celular, adesdo, lavagem e eluicdo

(Manual informativo do equipamento).

7.1.1.QlAcube

O equipamento QIAcube (QIAGEN® GmbH., Hilden, Alemanha) (Figura 41) permite a
extracdo tanto de acidos nucleicos como de proteinas de 12 amostras simultaneamente.

O equipamento utiliza um agitador orbital que, juntamente com reagente de lise, facilita
a lise celular. Posteriormente o lisado é colocado numa coluna de spin onde os &cidos nucleicos
e as proteinas se ligaram a membrana de silica ou a resina de purifica¢do da coluna. O QlAcube
tem incorporada uma microcentrifuga, que permite as lavagens e separa¢do total de contaminantes
dos alvos de extracdo. De seguida a coluna é transferida para um tubo para libertar os acidos
nucleicos e as proteinas com a ajuda da microcentrifugadora (Manual informativo do

equipamento).

Figura 40: Equipamento QIAcube.
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7.1.2.EZ1® Advanced XL

O equipamento EZ1® Advanced XL (EZ1) (QIAGEN® GmbH., Hilden, Alemanha)
(Figura 42) permite a extracdo automatizada de acidos nucleicos de 14 amostras por corrida. O
EZ1 contém incorporado um local de insercdo de cartbes que indicam ao equipamento o protocolo
de purificacdo a realizar.

O equipamento utiliza cartuxos de reagentes individuais que utilizam tecnologia de
particulas magnéticas para imobilizar os 4acidos nucleicos durante as lavagens (Manual

informativo do equipamento).

Figura 41: Extrator EZ1® Advanced XL.

7.1.3.eMAG®

Este equipamento (bioMérieux S.A., Marcy-I'Etoile, Franca) (Figura 43) é um extrator de
acidos nucleicos que utiliza particulas de silica magnéticas que permitem a extracao tanto de DNA
como de RNA a partir de tubos de amostra primarios. No Laboratorio este equipamento é utilizado
principalmente a partir de plasma, LCR e urina. O eMAG® tem a vantagem de conter duas zonas
de trabalho independentes que permitem a execucdo de duas metodologias de extracdo em
simultaneo. Este equipamento permite ainda a extracdo a partir de amostras muito pequenas (10
pL) através da colocacdo desta diretamente no descartavel de reagdo (Bula informativa do

equipamento).
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Figura 42: Extrator eMAG®.

7.2. Amplificagdo de cidos nucleicos

Os é&cidos nucleicos sdo Unicos para cada microrganismo, no entanto existem zonas
conservadas que permitem agrupar os organismos. Para a amplificacdo de acidos nucleicos é
necessaria a preparacdo da mastermix, isto € um conjunto de reagentes como polimerase,
nucleétidos, primers, buffer e MgCl,, para colocar nos tubos de reagdo da placa juntamente com
a amostra. Nos testes os Controlos Negativos e Positivos sdo sempre obrigatérios no entanto,
alguns testes utilizam Controlos Internos e Externos, utilizados para a validagdo da qualidade da
amostra, processo de extracdo ou inibicdo da reacdo de PCR e para a validacdo do proprio teste,
respetivamente. Para que o resultado do teste seja validado, todos os controlos devem

corresponder ao desejado (Murray et al., 2007).

7.2.1.PCR

O PCR é uma técnica in vitro que permite uma reacéo enzimatica de amplificacéo de
acidos nucleicos.

e GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, EUA)
Este equipamento permite a realizagéo automatizada de PCR e possui ja alguns programas
de PCR pré-definidos, no entanto € possivel realizar a sua alteracdo (Manual informativo do
equipamento).
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7.2.2.qPCR

gPCR é uma PCR que permite a detecdo e quantificagdo em tempo real de sequéncias
de &cidos nucleicos, através da produgdo de fluorescéncia.

e BioRad CFX96™ (CFX96) (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, EUA)
O equipamento CFX96 (Figura 44) permite a detecdo e quantificagdo, por fluorescéncia,
de até cinco alvos numa corrida com volumes de amostra a partir de 10 pL (Bula informativa do

equipamento).

Figura 43: Equipamento BioRad CFX96.

e 7300 Real-Time PCR System e 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, EUA)
Ambos os equipamentos (Figura 45) combinam ciclos térmicos com a aplicagdo
especifica e a detecdo de fluorescéncia. Esta fluorescéncia é convertida e utilizada por um
software que calcula a acumulagdo de produtos de PCR a cada ciclo. Os equipamentos utilizam

uma lampada de halogénio para a fluorescéncia (Bulas informativas dos equipamentos).

Figura 44: Equipamentos 7300 Real-Time PCR System e 7500 Real-Time PCR System.
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e Smart Cycler Il (Cepheid Inc., Sunnyvale, EUA)

Este equipamento tem como objetivo a amplificagdo, detecdo e quantificacdo de
sequéncias de DNA e RNA. As reagdes de uma amostra sdo realizadas num tubo especifico para
0s médulos independentes. O Smart Cycler Il utiliza até quatro LED’s e quatro detetores para
quatro alvos em simultdneo. No laboratorio este equipamento é utilizado para detecdo de
Neisseria meningitidis e S. pneumoniae, ADNV, Enterovirus, Bordetella spp., Influenza A e B,
Respiratory Syncytial Virus (RSV), Mycoplasma pneumoniae e Chlamydia pneumoniae (Bula
informativa do equipamento).

e Rotor-Gene Q®

No Laboratério o Rotor-Gene Q® (QIAGEN® GmbH., Hilden, Alemanha) (Figura 46)
utiliza o qPCR para a amplificacéo, detecdo e quantificagdo de acidos nucleicos em tubos. Contém
até seis canais de excitacdo para leitura de fluorescéncia. No laboratorio é utilizado para a
pesquisa de Virus da Hepatite E, VZV, Parvovirus B19, 16S de Leptospira spp., Parechovirus e

ainda a Bondetella spp. (Manual informativo do equipamento).

Figura 45: Equipamento Rotor-Gene Q€.
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7.3. Extracdo + Amplificacao de acidos nucleicos

Gene XPERT®
A metodologia deste equipamento (Cepheid Inc., Sunnyvale, EUA) encontra-se descrito
na Pagina 14. No laboratério é utilizado para a pesquisa do Virus Influenza A e B, RSV,

Enterovirus, Streptococcus spp., C. trachomatis e N. gonorrhoeae.

FilmArray® EZ Configuration

Este equipamento (bioMérieux S.A., Marcy-I'Etoile, Franca) (Figura 47) apenas permite
utilizar amostras do trato respiratério, LCR e fezes com o objetivo de detetar os principais
microrganismos responsaveis pelas doencas respiratorias, pelas meningites/encefalites e pelas
gastroenterites. Este equipamento permite as reacdes de preparacdo, amplificacdo, detecdo num
painel de sistema fechado e interpretacdo dos seus resultados em aproximadamente uma hora
(Manual informativo do equipamento).

Figura 46: Equipamento FilmArray® EZ Configuration.
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FilmArray® SYSTEMS Torch

O FilmArray® SYSTEMS Torch (bioMérieux S.A., Marcy-I'Etoile, Franca) (Figura 48)
apresenta-se de forma muito semelhante ao equipamento acima apresentado, no entanto permite
com menos espaco a realiza¢do de varios testes em simultdneo com diferentes testes. Tal como
FilmArray® EZ, também este necessita de bolsas fechadas que contenham todos os reagentes.
Atualmente sdo apresentados varios kit’s, no entanto os utilizados no laboratoério sdo os kit’s para
respiratorio, gastrointestinais e meningites/encefalites, que permitem identificar dezenas de
microrganismos em simultadneo na mesma amostra, em aproximadamente uma hora (Manual do

equipamento).

Figura 47: Equipamento Filmarray® SYSTEMS Torch.

Cobas® 4800 System

O Cobas® 4800 System (F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basiléia, Suica) é constituido por
dois aparelhos, o cobas x 4800 e o cobas z 4800, responsaveis pela extracdo, detecdo e
quantificagdo de sequéncias de acidos nucleicos virais, respetivamente. Este sistema é apenas
utilizado no Laboratério de Biologia Molecular para a quantificagdo de HIV-1, HBV e HCV. Este
equipamento permite a entrada de tubos de Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA)
centrifugados, onde a amostra pipetada pelo equipamento é o plasma. Para a extracdo e
purificacdo, os acido nucleicos aderem & superficie de silica das particulas magnéticas de vidro
para posteriores lavagens. Ap0s a extracdo, os &cidos nucleicos sdo inseridos no equipamento
cobas z 4800 para a realizacdo de qPCR. Este teste é utilizado principalmente para a

monitorizacdo das terapias (Manual informativo do equipamento).
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7.4. Sequenciacgdo de acidos nucleicos

3130 Genetic Analyser

Apos a extracdo e amplificacdo dos &cidos nucleicos, estes podem ser sequenciados,
totalmente ou parcialmente. Nos laboratdrios de analises clinicas a sequenciacdo é direcionada
para as zonas mais conservadas e conhecidas do material genético. O equipamento 3130 Genetic
Analyser (Applied Biosystems, Foster City, EUA) permite a sequenciacdo de DNA através do
método de Sanger. O 3130 Genetic Analyser, equipado com quatro capilares, realiza uma
eletroforese capilar que permite uma analise precisa com quantidades minimas de cDNA,
comparativamente ao sistema de placas de gel.

No Laboratério de Biologia Molecular este equipamento é utilizado para a sequenciacdo
de virus de HIV-1. Sendo o HIV um virus, cujo genoma é RNA, é necessario primeiramente
converter o RNA para cDNA através de Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR), para posterior amplificacdo por PCR e sequenciacéo.

Para o HIV-1 sdo utilizados sete primers que possibilitam o overlapping de sequéncias
para o gene pol, para a sequenciacdo ciclica com didesoxinucleétidos (Manual informativo do
equipamento).

7.5. Imunoensaios

Cobas® Elecsys 6000

Este sistema (F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basiléia, Suica) permite a jung&o de diferentes
modulos para testes de quimica clinica e imunoquimica. No Laboratério de Biologia Molecular o
sistema usado apenas contém o médulo cobas e 601, que permite realizar imunoensaios com uma
tecnologia patenteada de eletroquimioluminescéncia a partir de produtos biol6gicos como plasma,
soro e urina (Bula informativa do equipamento). Neste equipamento sdo realizados testes aos
antigénios e anticorpos relativamente aos microrganismos HIV, HBV, HCV e Virus da Hepatite
A (HAV).

AutoL ipa 48

O AutoLipa 48 (INNOGENETICS N.V., Gante, Bélgica) é utilizado no Laboratério de
Biologia Molecular para testes de hibridizacdo em tiras, para desenvolvimentos de cor, sujeitos a
sistemas de homogeneizagdo, incubacdo e arrefecimento. Este teste é utilizado para a

genotipagem de HBV e HCV (Manual informativo do equipamento).
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DS2® Automated ELISA System

No laboratério, o equipamento DS2® Automated ELISA System (DS2) (DYNEX
Technologies, Chantilly, EUA) é utilizado para realizar um teste de diagnostico in vitro para
detecdo de infecdes por M. tuberculosis, no entanto, ndo distingue doenca de infecdo latente.

Para este equipamento séo utilizados tubos de sangue especificos que contém proteinas
que induzem a produg&o de interferon-y (IFN- y) por parte dos linfocitos, em individuos infetados.
Apbs a colheita de sangue, os tubos sdo incubados a 37 °C durante dezasseis horas para a produgéo
de IFN- v. Posteriormente, os tubos sdo centrifugados para separagdo do plasma, necessario para
a detecdo e quantificagdo do IFN-y pelo DS2 através do ensaio QuantiFERON-TB Gold Plus
(QIAGEN® GmbH., Hilden, Alemanha). Este ensaio é realizado no equipamento DS2 através da
metodologia de ELISA. O equipamento realiza medigdes através de densidade ética e o software
realiza uma curva standard e converte os resultados em IU/mL para todas as amostras (Bula

informativa do kit).
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7.6. Dados estatisticos relativamente ao Setor de Biologia Molecular

Em 2018 foram realizados 56046 testes. O virus para a qual sdo realizados mais testes é

0 HBV, no entanto o teste para quantificacdo de Ag/Ac de HIV 1/2 é o teste mais realizado no

Setor de Serologia. Na Figura 49 estdo presentes o nimero de alguns testes realizados no Setor

de Biologia Molecular ao longo do ano de 2018.

HIV 16087 »
HCV 8778
Interferon Gama 4520 \\
\\

Infegdes Respiratorias 1012 N\

265

Infe¢des Gastrointestinais

Outros

22538

HIV 1/2 (Ag/Ac)
HIV 1 Carga viral (Plasma)

HIV 1 T.Resisténcia PR e RT (Plasma)
HIV 1/2 Teste Confirmatério LIA
HIV 1 T.Resisténcia Integrase (Plasma)
1gG/IgM
Carga viral (Plasma)
Genotipo (Lipa)
Confirmatoério (LIA)

4876
244
147

61

7604

1048
106
20

Figura 48: Numero de alguns testes realizados no Setor de Biologia Molecular, no ano de 2018.
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8. Serologia

O Setor de Serologia é constituido por uma sala de validacdo e pelo Laboratorio de
Serologia, sob chefia da Doutora Lucilia Aradjo, patologista clinica.

O Laboratorio de Serologia tem como objetivo avaliar a imunidade do paciente, realizar
o diagnostico, monitorizar e identificar o agente infecioso responsavel pela doenga, através da
analise de produtos bioldgicos como o soro, plasma e o LCR.

As amostras chegam ao servico com um cédigo de barras que é lido pelo equipamento
Olympus Laboratory Automation (OLA) (Olympus Corporation, Shinjuku, Japao) que separa as
amostras segundo o setor e analises a efetuar.

A andlise feita a estes produtos bioldgicos tem como principal objetivo a detecdo de
anticorpos, através da utilizacdo de metodologias manuais e automatizadas. No Laboratorio de
Serologia sdo avaliados os anticorpos especificos IgM, 1gG e IgA, e ainda a interacdo anticorpo-
antigénio, como € o caso da avidez das IgG. As vérias metodologias para a detecdo e
monitorizacdo dos anticorpos podem ser ainda classificadas em testes qualitativos, semi-

guantitativos e quantitativos.
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8.1. Metodologias Manuais

As metodologias manuais utilizadas no Laboratério de Serologia do CHUC sdo a
aglutinacdo em cartdo, aglutinacdo em placa, aglutinacdo em tubo e imunofluorescéncia indireta.
Os testes utilizados sdo o Rapid Plasma Reagin (RPR) (BioSystems S.A., Barcelona, Espanha),
Treponema Passive Particle Agglutination (TPPA) (Fujirebio Inc., Gotemburgo, Suécia),
Fluorescent treponemal antibody absorption test (FTA-abs) (Alphadia S.A., Wavre, Bélgica),
Rosa de Bengala (bioMérieux S.A., Marcy-I'Etoile, Franca), Reacdo de Wright (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, Califérnia, EUA) e Legionella pneumophila (EUROIMMUN AG,
Luebeck, Alemanha).

8.1.1.Rapid Plasma Reagin

Para o diagndstico e controlo da doenca sifilis, doenca sistémica causada por Treponema
pallidum, sdo realizados testes que sdo classificados em treponémicos e ndo treponémicos. Os
testes que tém como objetivo a pesquisa de anticorpos especificos anti-Treponema pallidum,
denominam-se de Treponémicos. Os testes que tém como objetivo a pesquisa de anticorpos nao
especificos, reaginas, denominam-se de ndo Treponémicos (Ratnam, 2005).

Os testes ndo treponémicos, como o0 RPR, servem principalmente como monitorizacéo de
doentes durante o seu tratamento, reinfe¢Ges ou reativacdes, com o intuito de extrapolar quanto a
evolugéo da infe¢do. O RPR é um teste utilizado para detegdo de reaginas, indicadoras de infegdo
ativa, em amostras de soro e LCR (Alhabbab, 2018). As reaginas atuam contra antigénios lipoidais
libertados por células hospedeiras danificadas ou pelo préprio T. pallidum (Smith and Holman,
2004).

O principio do teste baseia-se na interagdo anticorpo-antigénio. A interacdo que ocorre
entre as particulas de carvdo ativado revestidas com cardiolipina, lecitina e colesterol e as
reaginas, anticorpos ndo especificos, denomina-se de aglutinacdo (Lee et al., 2014). Tal reacéo
ocorre com detritos celulares e outros que contenham os mesmos trés constituintes no sangue, o

que pode levar a reacdes cruzadas e consequentemente a falsos positivos (Figura 50).
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de carvdo
ativado
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Reaginas presentes
no Soro/LCR

Aglutinacao

® Cardiolipina
@ Lecitina
@ Colesterol

Figura 49: Principio do teste RPR. Adaptado de Bula informativa do kit.

Inicialmente é realizada uma diluicdo sucessiva em cartdo até a diluicdo de 1:2 das
amostras de soro e LCR, para evitar a formacdo do fenémeno de zona. O fendmeno de zona é a
existéncia de competicdo entre o possivel excesso de anticorpos que impede a aglutinacéo,
podendo assim resultar em falsos negativos (Figura 52) (Sidana et al., 2011). O resultado positivo
resulta numa aglutinagdo das particulas de carvéo ativado, observada macroscopicamente (Figura
51). Um resultado negativo apresenta-se como uma mistura homogénea. O que limita o fim do
teste é a negatividade do proprio teste, isto &, as dilui¢des da amostra devem realizar-se até deixar

de se observar aglutinacéo a olho nu. Este teste é semi-quantitativo uma vez que o resultado é

dado sob forma de titulo, correspondente & ultima dilui¢do positiva.

EEE

Figura 50: RPR: Controlo positivo (+), controlo Figura 51: RPR: A amostra D apresenta o

negativo (-) e amostras positivas (A, B e C). fenémeno de zona no primeiro pogo, uma vez
que a quantidade de aglutinacdo é menor que

as seguintes diluigdes.
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8.1.2. Treponema Passive Particle Agglutination

No Laboratoério de Serologia, 0 TPPA é utilizado como segundo teste treponémico para
confirmagdo de Sifilis.

Esta metodologia consiste na aglutinacdo em placa de particulas de gelatina sensibilizadas
com o T. pallidum da estirpe Nicols, com os anticorpos totais (IgM, IgG e IgA) presentes na
amostra (Hagedorn, 2011).

Para este teste sdo realizadas dilui¢bes sucessivas com o objetivo de permitir dar a
resposta em forma de titulo, tornando-o semi-quantitativo. No teste TPPA as particulas ndo
sensibilizadas sdo utilizadas como controlo negativo no pogo correspondente a diluicdo de 1:40
da amostra. As particulas sensibilizadas devem-se adicionar nos restantes pogos, a partir desta
diluicéo. (Tabela 1)

Tabela 1: Desenho de placa com as diferentes diluicBes e solugdes para o teste TPPA. Adaptado de Bula

informativa do kit.

Controlo Negativo (com
Diluigdes particulas ndo Teste (com particulas sensibilizadas)

sensibilizadas)

Controlo ou
1:5 | 1:10 1:40 1:80 | 1:160 | 1:320 | 1:640 | 1:1280
amostra

Quando se verifica uma aglutinagdo suspensa o po¢o é dado como positivo. Por outro
lado, é dado como negativo quando todos os componentes depositam no fundo do poco. (Figura
53)

(-): Particulas concentradas

no centro.

(+/-): Particulas
concentradas no centro em

forma de anel definido.

(+): Particulas

concentradas no centro em

. . u forma de anel desfocado.
Figura 52: Placa de TPPA e interpretacdo de resultados: Amostra A —

Negativo; Amostra B — Positivo: Titulo de 640. Adaptado de Bula (++): Particulas aglutinadas

informativa do kit. dispersas no fundo.
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8.1.3.Fluorescent Treponema Antibody Absorvation Test

O FTA-abs € utilizado para detetar IgG contra T. pallidum em amostras de LCR e soro
através da utilizacdo de uma lamina revestida com T. pallidum. Este teste tem como principio a
Imunofluorescéncia indireta.

A lgG da amostra liga-se ao antigénio do T. pallidum presente na lamina. Apés esta reacdo
adiciona-se o conjugado, anti-imumoglobulina humana marcada com fluoresceina, que se liga a
IgG (Figura 54). Durante a observacdo ao microscopio de fluorescéncia, os raios UV excitam a
fluoresceina e esta liberta fluorescéncia num comprimento de onda visivel (Figura 55). O
resultado é dado em funcéo da intensidade de fluorescéncia observada, numa escala de 0 (auséncia
de fluorescéncia) a 4+ (intensidade méxima de fluorescéncia), sendo que apenas a partir de 2+ a

amostra poderé ser considerada positiva (Backhouse and Nesteroff, 2001).

e
¢ o o ¢

AAA A

Anticorpo da amostra Anti-anticorpo
) Antigénio fixo @ Fluorocromo

Figura 53: Principio da metodologia de Imunofluorescéncia Indireta. Adaptado de Bula informativa do
kit.

Figura 54: FTA-abs de uma amostra positiva. Ampliacdo 10x100=1000X.

Neste teste é utilizado um sorbent que tem como funcéo a absorc¢ao de todos os anticorpos
ndo especificos para o T. pallidum (Hagedorn, 2011, Wilkinson and Wiseman, 1971). Este teste
é qualitativo uma vez que apenas nos informa acerca da positividade ou negatividade do resultado.
A diluicdo de 1:5 da amostra foi definida como protocolo com o objetivo de prevenir o fendmeno
de zona, no entanto apenas se aplica no soro e ndo no LCR, devido a menor concentragdo de

anticorpos presentes nesta amostra (Bula informativa do kit).
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8.1.4.Rosa de Bengala

O teste de Rosa de Bengala é utilizado para a detecdo de anticorpos anti-Brucella spp.
apenas em soro e LCR, dado ao elevado nimero de falsos positivos no plasma. Este teste consiste
na aglutinacdo em cartdo dos antigénios de Brucella spp. inativados e marcados com sais de Rosa
de Bengala, com os anticorpos contra a Brucella spp. presentes nas amostras (Gémez et al., 2008).
Uma vez que apenas se avalia a positividade ou negatividade da amostra, este teste é qualitativo.
Na Figura 56 observa-se o controlo positivo, caracterizado pela aglutinacdo dos sais de Rosa de
Bengala. No lado direito estd representada uma amostra negativa, caracterizada pela solucdo

homogénea.

Brucelloslide-Test

Figura 55: Teste de Rosa de Bengala.
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8.1.5.Reacédo de Wright

O teste de reacdo de Wright é utilizado como teste de confirmacdo da Rosa de Bengala

positiva. A Reacdo de Wright consiste na aglutinacdo em tubo de anticorpos anti-Brucella spp.

presentes no soro e antigénios de Brucella spp., formando assim um sedimento no fundo do tubo

(Galinska and Zagorski, 2013). O procedimento consiste numa dilui¢do sucessiva da amostra de

modo a alcangar uma concentracdo cujo resultado seja negativo, isto é, sem aglutinacdo (Figuras

57 e 58). A concentracdo imediatamente anterior a esse dard o resultado em titulo, no entanto

apenas a partir da diluicdo de 1:80 se considera positivo.

Soro do paciente Controlo
Positivo
1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6 Tubo 7 Tubo 8
Volume de soro/ |\ o) 1,5mL
Controlo positivo
Concentragao 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280
Volume de
. 1.9mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
diluente
Figura 56: Metodologia de Reacdo de Wright. Adaptado de Bula informativa do Kit.
Soro do paciente
Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6 Tubo 7
o A
Concentrag3o 1/20 1/160 1/320 1/640 1/1280

Figura 57: Resultados da Reacdo de Wright: O titulo corresponde a concentracdo do ltimo tubo a

demonstrar aglutinacdo. Neste exemplo o titulo corresponde a 1/160. Adaptado de Bula informativa do
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kit.
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8.1.6.Pesquisa de anticorpos anti- Legionella pneumophila

Os anticorpos anti-Legionella pneumophila sdo detetados por um teste

de

Imunofluorescéncia indireta que deteta os anticorpos totais (IgA, IgM e as IgG) do serotipo 1-8.

Apo0s a adicdo da amostra, os anticorpos ligam-se aos antigénios fixos na superficie da

lamina. (Figura 59) Por fim, os anticorpos anti-imunoglobulinas humanas marcados com um

fluorocromo, fluoresceina, ligam-se aos anticorpos da amostra. Durante a observacdo ao

microscopio de fluorescéncia, os raios UV excitam a fluoresceina, fazendo-a libertar energia sob

a forma de luz visivel (Hagedorn, 2011). O resultado € dado em titulos segundo a fluorescéncia

observada, sendo que numa diluicdo de rastreio de 1:100 apenas se considera a amostra positiva

com titulo igual ou superior a 1:320 (Tabela 2). Quando a fluorescéncia é forte (4+), a amostra

deve ser diluida.

Tabela 2: Quadro de intensidades de

fluorescéncia para obtencdo de resultados em

forma de Titulo. Adaptado de Bula informativa

3,5,7

Serdtipo 2,

Serétipo 1,
4,6,8

Controlo de
fluorescéncia

Figura 58: Representacdo de um poco da lamina
do teste Legionella pneumophila. Adaptado de

Bula informativa do kit.

Universidade de Aveiro — Mestrado em Microbiologia

do kit.
Fluorescéncia a y
. i Interpretacéo
concentragéo: Titulo o
qualitativa
1:100
</=
Negativo (0,1+ Negativo
gativo (0,1+) 132 9
Fraco (2+) 1:100 Inconclusivo
Moderado (3+) | 1:320 Positivo
Positivo (Diluir
Forte (4+) 1:1000

a amostra)
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8.2. Metodologias Automatizadas
Os testes automatizados utilizados contém diferentes metodologias como Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay (ELISA), Enzyme Linked Fluorescent Assay (ELFA),
Chemiluminescence Immuno Assay (CLIA) e Indirect Immunofluorescence.

8.2.1.Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
O fundamento do método ELISA consiste na ligacdo entre os antigénios e as

imunoglobulinas especificas presentes no sangue, com posterior ligagdo de anticorpos anti-
imunoglobulina humana (Figura 60).

o onp( C

Anticorpo da amostra Anti-anticorpo Substrato
() Antigéniofixo @ Enzima peroxidase w7 Substrato degradado

Figura 59: Principio de ELISA. Adaptado de Bulas informativas dos Kit’s a utilizar no equipamento

Analyser.

No Laboratério de Serologia, o equipamento Analyser | (EUROIMMUN AG, Luebeck,
Alemanha) (Figura 61) baseia-se no método de ELISA.

Nos kit’s utilizados para este equipamento, quando todas as moléculas estiverem ligadas,
a enzima peroxidase € ativada e degrada o substrato que d& uma tonalidade amarelada & solugéo
(Figura 62). A tonalidade amarelada é quantificada através de um leitor de densidade Gtica e
convertida, pelo equipamento, para unidades relativas de luz por mililitro (URL/mL) e resultado
index para as 1gG e IgM, respetivamente (Bula informativa dos kit’s).

Este equipamento é utilizado para estudar apenas as 1gG e IgM contra o Mycoplasma
pneumoniae e C. pneumoniae.

Figura 60: Equipamento Analyser I. Figura 61: Tiras de ELISA utilizadas no aparelho Analyser
I
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8.2.2.Enzyme Linked Fluorescent Assay

Este principio baseia-se na ELISA conjugada com a fluorescéncia. A fluorescéncia é a
emissdo de luz pela amostra apds a sua fotoexcitacdo. A metodologia consiste na ligacdo de um
conjugado de anticorpo anti-imunoglobulina com fosfatase ao anticorpo humano, permitindo
assim a ativacdo da enzima que degrada o substrato (Figura 63). O substrato cria entdo
fluorescéncia no comprimento de onda de 370 nm quando excitado com luz UV (Gharavi et al.,
2011).

| @ uv

A, Anticorpo da amostra Anti-anticorpo Substrato4- metil-umbeliferil fosfato
() Antigéniofixo @ Fosfatase alcalina Substrato degradado

Figura 62: Principio do método ELFA no equipamento VIDAS. Adaptado de Manual informativo do

equipamento.

O funcionamento do equipamento VIDAS (bioMérieux S.A., Marcy-I'Etoile, Franca)
(Figura 64) baseia-se nesta metodologia para analises seroldgicas, através da utilizacdo de
monotestes, isto é, um cone e uma barrete, que contém todos 0s reagentes necessarios ao teste,
para cada amostra (Figura 65). O cone serve como fase sélida para a reagdo imunoldgica através
da pipetagem dos reagentes na barrete. Ap06s a reacdao de ELISA a amostra é transferida para a
cuvete Otica correspondente ao Gltimo poco da barrete para que a fluorescéncia do substrato seja

medido pelo leitor ético flourimétrico do aparelho (Manual informativo do equipamento).
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Neste equipamento realizam-se testes de confirmacdo de 1gG e de IgM e executa-se 0
teste da avidez das 1gG dos microrganismos Toxoplasma gondii (TOXO), Citomegalovirus e virus
da Rubéola.

A avidez consiste nas forcas existentes entre as Ig’s e 0s antigénios. Este teste tem como
objetivo determinar se a avidez é forte ou fraca através da inducéo da quebra de ligacdes com
ureia. Para calcular um indice de avidez (1A) da IgG’s é necessario determinar a quantidade de
IgG detetada sem a presenca de ureia e de 1gG com a presenga de ureia (Equacdo 1). Na Tabela
3 esta representada a interpretacdo de resultados segundo avidez de IgG, contra os trés tipos de
microrganismos a analisar (Prince and Lapé-Nixon, 2014).

Equacéo 1: indice de Avidez de 1gG.

_ 1gG comureia

1A x 100

"~ IgG sem ureia

Tabela 3: Interpretagdo de resultados segundo avidez de 1gG. Adaptado de Bobi¢, 2009 e Prince and
Lapé-Nixon, 2014.

Avidez Infecéo CMV Rubéola TOXO
Al < | Fraca Recente <3 meses <3 meses <4 meses
Al Intermediaria  Inconclusivo Inconclusivo  Inconclusivo Inconclusiva
Al >  Forte Infecdo Prévia >3 meses >3 meses >4 meses

Figura 63: Equipamento VIDAS. Figura 64: Barretes a utilizar no
equipamento VIDAS.
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8.2.3.Chemiluminescence Immuno Assay

CLIA é um método que consiste na emissdo de luz a partir de uma reagdo quimica, isto é
a adig&o de solugdes quimicamente ativadoras que permitem a libertac&o de energia sob a forma
de luz (Firouz et al., 2014). Estes testes sdo semi-quantitativos e quantitativos uma vez que a
guantidade de energia, medida pelo fotosensibilizador, é convertida tanto em resultado index
como outras unidades. Os aparelhos que utilizam a Quimiluminescéncia sdo o VirClia® (Vircell
S.L., Granada, Espanha), o Liason® XL (DiaSorin S.p.A., Saluggia, Italia) e o Architect (Abbott,
Illinois, EUA).

VirClia®

A principal diferenca entre o VirClia® (Figura 67) e os outros dois equipamentos é o
facto de este realizar monotestes (Figura 66). Estes monotestes contém a vantagem de incorporar
os calibradores e os testes de controlo, uma vez que nos permite realizar analises a

microrganismos raros, dispensando custos adicionais com controlos e calibragdes.

]
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Figura 65: Monotestes do VirClia®.

Figura 66: Equipamento VirClia®.
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Quando o anticorpo anti-imunoglobulina se liga ao complexo anticorpo-antigénio fixo a
superficie de poliestireno, sdo adicionados substratos, que ativam quimicamente a peroxidase
acoplada ao anticorpo anti-imunoglobulina para degradar o substrato, exibindo luminescéncia
(Figura 68). A luminescéncia é lida pelo luminémetro integrado no préprio equipamento e
convertida num resultado sob a forma de index (Bula informativa do kit).

om0l my (T
=)

a .o O a0

Anticorpo da amostra
() Antigéniofixo

Anti-anticarpo Substrato
> Peroxidase Substrato luminescente

Figura 67: Principio da metodologia usada pelo equipamento VirClia®. Adaptado de Bula informativa do
kit.

No Laboratério de Serologia este equipamento é utilizado para analises de anticorpos
contra: virus Zika (IgG e IgM), virus Dengue (IgG e IgM), T. pallidum (IgM), virus Chikungunya
(1gG e IgM), Bartonela spp. (IgG e IgM), virus da Parotidite (1gG e IgM), Ricekttsia conorii (IgG
e IgM) e Coxiella burnetii (IgG e IgM).
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Liason® XL

O equipamento Liason® XL (Figura 69), utiliza a quimioluminescéncia segundo dois

procedimentos diferentes.

Figura 68: Equipamento Liason® XL.

Um procedimento contém como fase sélida as particulas magnéticas revestidas com o
anticorpo anti-imunoglobulina humana. Ao anticorpo humano da amostra ligar-se-a4 o antigénio
acoplado com um derivado de isoluminol (Figura 70).

L Anticc'urr.)o da amostra Anti-anticorpo Reagentes quimicos iniciadores
() Antigéniode ratinho 4 perivado de Isoluminol

Figura 69: Principio de uma das metodologias utilizada no Liason® XL. Adaptado de Bula informativa do
kit.
O outro procedimento contém também a fase sélida de particulas magnéticas, no entanto
a posicdo de ligacdo entre as moléculas é invertida, isto é, contém acopladas a superficie das
particulas os antigénios, a que se ligam as Ig das amostras e seguidamente os anticorpos anti-
imunoglobulinas (Figura 71).

Para ambas as metodologias, o sinal luminoso gerado é medido em URL pelo
fotomultiplicador e convertido num resultado (Bula informativa do kit).
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A A
<

& 0.

Antmorpo da amostra Anti-anticorpo Reagentes quimicos iniciadores
{ ") Antigénioderatinho 4 perivado de Isoluminol

Figura 70: Principio de uma das reag@es da metodologia utilizada no Liason® XL. Adaptado de Bula

informativa do Kkit.

Este equipamento é utilizado para a pesquisa de 1gG e IgM contra Herpes Simplex Virus
type 1 (HSV-1), Herpes Simplex Virus type 2 (HSV-2), Virus Varicela-Zoster, Measles
morbillivirus, Parvovirus e Borrelia burgdorferi e de anticorpos 1gG e IgA para a C. trachomatis.

Architect

O Architect (Figura 72) utiliza 0 método CMIA, que é uma variante do CLIA. O CMIA
utiliza microparticulas paramagnéticas revestidas por antigénios (Brischetto et al., 2018). Este
equipamento utiliza a acridina em vez do derivado de isoluminol utilizado no Liason® XL e a
semelhanca desse, a quimiluminescéncia é medida em URL e convertida nas respetivas unidades
(Manual informativo do equipamento). Neste setor este equipamento é utilizado para a
determinagdo de imunoglobulinas (IgG e IgM) contra 0 TOXO, CMV, Rubella virus, EBV e T.

pallidum.

Figura 71: Equipamento ARCHITECT plus.
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8.2.4.Indirect Immunofluorescence

O Mago Plus® (Delta Diagnostics Ltd., Roma, Italia) (Figura 74) é um equipamento que
prepara as laminas de imunofluorescéncia indireta, com o objetivo de detetar 1gG de Coxiella
burnetii e Rickettsia conorii. Dado ao elevado nimero de amostras para que € necessario realizar
este teste, este equipamento é uma mais valia, uma vez que apenas necessita de operador no inicio
da operacdo. O fundamento da metodologia esta demonstrado na Pagina 45.

O equipamento prepara as laminas para posterior observagéo (Figura 73). Os resultados
sdo observados ao microscépio de fluorescéncia que excita o fluorocromo com raios UV, levando-
0 a libertar energia sob a forma de luz visivel. O resultado do teste é dado em titulo, sendo este a

diluicdo mais elevada onde se observou fluorescéncia (Bula informativa do kit).

Figura 72: Laminas para corar no equipamento MAGO Figura 73: Equipamento MAGO Plus®.

Plus®.
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8.3. Dados estatisticos relativos ao Setor de Serologia

O teste Sifilis screening foi o teste mais realizado no Setor de Serologia, seguindo-se 0s

testes de pesquisa de 1gG e IgM contra o Toxoplasma gondii.

Abaixo na Tabela 4 € possivel observar o nimero de alguns testes realizados no Setor de
Serologia ao longo do ano de 2018.

Tabela 4: Quantidade de alguns testes realizados no Setor de Serologia, no ano de 2018.

Teste de pesquisa de anticorpos Quantidade
Sifilis screening 13532
Toxoplasma (1gG) 6454
Toxoplasma (IgM) 6183
Citomegalovirus (I1gG) 5582
Citomegalovirus (IgM) 5331
Epstein-Barr (I1gG) 3364

Epstein-Barr virus Nuclear Antigen (EBNA) 3307

Epstein-Barr (IgM) 3292
Herpes simplex virus type 1 (IgG) 2757
Herpes simplex virus type 1 (IgG) 2693
Herpes simplex virus type 1 e 2 (IgM) 2622
Rubéola (IgG) 2593
Rubéola (IgM) 2549
Brucella spp. (Rosa de Bengala) 1340
Chlamydia trachomatis (IgG) 1282
Borrelia burgdorteri (IgG) 1260
Chlamydia trachomatis (IgA) 1251
RPR com titulacdo 1250
Chlamydia trachomatis (IgG) 1222
Coxiella burnetti 1003
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9. Concluséo

O CHUC mostrou-se a instituicdo mais adequada para consolidar e adquirir novos
conhecimentos devido a sua vasta quantidade e qualidade de laboratérios. Por ser um grande
conjunto de hospitais, requer tecnologias de ponta e procedimentos que rentabilizem e facilitem
o0s diagnosticos dos doentes.

Considero que os objetivos inicialmente propostos foram alcangados, tendo este estagio
facultado ferramentas essenciais para atingir os meus objetivos aquando da minha ingressao no
mercado de trabalho.

Este estagio permitiu-me obter conhecimentos relativos a gestdo e funcionamento dos
laboratérios, mas principalmente conhecimentos das metodologias e equipamentos de ponta.

Acho importante conhecer os principais desafios nos laboratérios para que se possa

estudar ndo so as solugdes, mas também a sua implementacéo.
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