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Resumo

O estagio integrou praticas de investigagao e de rotina laboratorial nas areas da
Microbiologia, Hematologia e Oncologia no hospital publico, “Policlinico Sant’Orsola-Malpighi da
Azienda Ospidaliero-Universitaria di Bologna” e na area de Bioquimica na “Facolta di Farmacia da
Universita degli Studi di Bologna”, em Itilia. Garantiu o contacto com laboratérios de
seguran¢a biologica de nivel 3, laboratérios acreditados e de referéncia, técnicas e
metodologias especializadas, culturas celulares, diversos produtos bioldgicos e agentes
patogénicos, como virus, bactérias e parasitas. No Centro de Medicina Laboratorial Germano
de Sousa, laboratério privado, a area de Hematologia foi mais explorada, permitindo integrar
a rotina laboratorial, observagao microscopica de esfregacos de sangue e realizagao das
diversas técnicas de controlo de qualidade. Permitiu o acompanhamento das validagoes, tanto
a nivel técnico, como a nivel biopatolégico dos resultados, e o contacto com diversas situagoes
clinicas, como anemias, neoplasias, hemoglobinopatias e doentes com deficiéncias na
coagulagao. A area da Imunologia proporcionou maior conhecimento de autoimunidade,
conferindo o contacto com diversas técnicas especializadas e situagoes clinicas. Os sete meses
de estagio permitiram a consolidacao e a aquisicao de varios conhecimentos, necessarios a
pratica laboratorial, o contacto com diversas equipas de trabalho e diversas metodologias. As
areas de Imunologia e de Microbiologia serao descritas pormenorizadamente por terem sido

as duas valéncias escolhidas.

Palavras-chave: Microbiologia; Virus; Parasitas; Autoimunidade; Imunofluorescéncia Indireta.
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Abstract

The internship integrated research and routine laboratory practices in the areas of
Microbiology, Hematology and Oncology at the public hospital, "Policlinico Sant'Orsola-Malpighi
da Azienda Ospidaliero-Universitaria di Bologna" and in the area of Biochemistry at " Facolta di
Farmacia da Universita degli Studi di Bologna", in Italy. It allowed the contact with level 3
biosafety laboratories, accredited and reference laboratories, specialized techniques and
methodologies, cell cultures, various biological products and pathogens, such as viruses,
bacteria and parasites. At the “Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa”, a private
laboratory, the area of Hematology was further explored allowing me to integrate the
laboratory routine, microscopic observation of blood smears and the performance of various
quality control techniques. It allowed me to follow up the validations, both technically and
biopathological, and contact with various clinical situations, such as anemia, neoplasms,
hemoglobinopathies and patients with coagulation deficiencies. The area of Immunology
provided greater knowledge of autoimmunity, providing contact with various specialized
techniques and clinical situations. The seven months of internship allowed the consolidation
and acquisition of various knowledge, necessary for laboratory practice, contact with various
work teams and methodologies. The areas of Inmunology and Microbiology will be described

in detail as they were the two valences chosen.

Keywords: Microbiology; Virus, Parasites; Autoimmunity; Indirect Inmunofluorescence.
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| - Introducao

A area da saide esta cada vez mais evoluida e o laboratério de andlises clinicas
desempenha um papel, cada vez mais central na pratica clinica. Nos ultimos anos, foram
desenvolvidas varias metodologias e técnicas com o intuito de melhorar a sensibilidade,
especificidade e rapidez da resposta laboratorial.

Os laboratorios, cada vez mais automatizados, nao dispensam de operadores
especializados e o técnico superior de andlises clinicas reline em si, competéncias e
conhecimentos cientificos para desenvolver trabalho laboratorial, interpretar e validar
resultados, assim como assegurar o controlo e a qualidade dos processos.

O estagio em analises clinicas constitui uma mais-valia na formagao dos alunos do
Mestrado em Anadlises Clinicas, tanto pela componente pratica e tedrica, como pelo contacto
com o mundo do trabalho. Este estagio permitiu a consolidagao de conhecimentos adquiridos
nas diversas unidades curriculares, da mesma forma que permitiu a aquisicao de novos
conhecimentos, cientificos e técnicos e o contacto com diversos setores e profissionais da
area.

Este relatorio encontra-se dividido de acordo com os diferentes laboratérios e setores
que frequentei, estando estes responsaveis pela pesquisa de microrganismos, neles descritas.
Ainda assim, é possivel verificar que determinados setores sao responsaveis pela pesquisa de
microrganismos e exercicio de diversas técnicas que nao sao especificas desse mesmo setor,
0 que acontece por uma questao de logistica de recursos humanos e de equipamentos.

Pela impossibilidade de efetuar o estdgio completo em lItdlia, optei por realizar outro
estagio, no sentido de complementar a formagao ja adquirida. Este estagio decorreu em Lisboa,
dai que parte do relatorio seja referente ao estagio efetuado em lItdlia e outra parte seja

referente aquele efetuado em Lisboa.
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ll- “°Laboratorio Unico Metropolitano”

O “Laboratorio Unico Metropolitano” (LUM) é uma unidade operativa integrante de
diversos hospitais da regiao de Emilia-Romagna, incluindo o “Policlinico Sant’Orsola-Malpighi da
Azienda Ospidaliero-Universitaria di Bologna”. Este laboratério, constituido por diversos setores,
apresenta um volume de trabalho de 22 milhdes de testes por ano e responde as necessidades
de toda a regiao, com 1500 tipos de exames. Diariamente sao realizados cerca de 70.000
testes, dos quais 6.000 em estado de emergéncia, sao analisadas mais de 14.000 amostras,
provenientes dos |2 hospitais de Bologna e dos 65 pontos de colheita da provincia.

O servigo de transporte, realizado em concordancia com os requisitos técnicos
definidos e validados a nivel internacional, assegura a transferéncia das amostras dos pontos
de colheita e dos diferentes laboratérios. A ligagao funcional entre os diversos setores é
assegurada por uma rede informatica que permite otimizar a partilha das atividades analiticas

a fim de fornecer ao médico/utente o relatério completo a tempo util.

Setor de Microbiologia-Virologia

O setor de Virologia Geral da Unidade Operativa de Microbiologia do Policlinico S.
Orsola Malpighi esta sob a coordenagao da Professora Tiziana Lazzarotto. Este setor dedica-
se a pesquisa de virus, assim como a monitorizagao e acompanhamento de infegoes congénitas.
E o laboratério responsavel pela pesquisa de virus herpes, adenovirus, virus respiratorios,
enterovirus, virus do sarampo, parvovirus B19, HPV, virus da rubéola, citomegalovirus, virus
da familia Polyomaviridae, e ainda gastrenterites.

Este laboratério é uma unidade de referéncia da Regiao de Emilia-Romagna e apoia o
diagnéstico e monitorizacio de Sarampo e Rubéola E, também, uma unidade de referéncia
para o diagnostico de Tosse Convulsa, cuja etiologia é uma bactéria, mas por ser uma infegao
que afeta principalmente criangas, assim como o sarampo e a rubéola, é diagnosticada neste
setor. A pesquisa de retrovirus é realizada no setor de retrovirus que esta sob coordenagao
da Professora Maria Paola Landini, onde é assegurada a pesquisa de HIV e HTLYV,

monitorizagao da infecao, assim como estudos de resisténcia a farmacos.
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Pesquisa de Virus do Sarampo e da Rubéola

O diagnostico da infecao pelos virus do sarampo e da rubéola é feito através da
pesquisa de anticorpos no soro do utente. Para tal, é utilizando o equipamento Cobas® 8000
da Roche, que faz uso de um imunoensaio quimioluminiscente (CLIA). Este imunosensaio
utiliza uma fase solida revestida de antigénios aos quais se irao ligar os anticorpos, presentes
na amostra do doente. De seguida, é adicionado um segundo anticorpo ligado a uma enzima,
contra os anticorpos humanos. Por fim adiciona-se o substrato luminiscente dessa enzima,
levando a emissao de luminiscéncia, o que evidencia a presenca de anticorpos contra os virus.

Para o teste confirmatdrio, de resultados positivos, sao necessarias uma amostra de
urina, que é dividida em duas aliquotas e uma amostra de exsudado orofaringeo. Uma das
aliquotas € urina total, enquanto a segunda aliquota é centrifugada para obtengao das células
presentes, descartando o sobrenadante e ressupendendo as células em PBS. De seguida,
procede-se a extragao de RNA, das amostras de urina total, células da urina e exsudado
orofaringeo, utilizando o extrator NUCLISENS®easyMAG® da Biomérieux. Sao adicionados 2
mL de tampao de lise 2 amostra, e apds 10 min adicionam-se esferas de silica magnéticas as
quais se vao ligar os acidos nucleicos. De seguida, sao efetuadas varias lavagens, seguidas da
eluicao, onde através do calor, os acidos nucleicos sao libertados da silica. De seguida, o
sistema atrai as esferas, separando-as do eluato e por fim, procede-se a um RT-PCR, cujos
“targets” sao o gene N (nucleoproteina), no caso do virus do Sarampo e o gene El (envelope),

no caso do virus da Rubéola. [I]

Pesquisa de agentes patogénicos responsaveis por gastroenterites

A pesquisa de agentes patogénicos responsaveis por gastroenterites é feita em fezes,
com recurso ao equipamento DiaSorin LIAISON® que faz uso de um imunoensaio
quimioluminescente (CLIA), para pesquisa de antigénios. Este imunoensaio utiliza uma fase
solida revestida de microparticulas magnéticas que se encontram cobertas de anticorpos
especificos contra os microrganismos que se pretende pesquisar. Os antigénios presentes na
amostra irdo ligar-se aos anticorpos das microparticulas. E, depois, adicionado um segundo
anticorpo contra estes antigénios. Este anticorpo encontra-se associado a uma enzima e apos
adicao do seu substrato, ocorre emissao de luminiscéncia. Na pesquisa de adenovirus,

rotavirus e Helicobacter pylori, este imunoensaio faz a determinagao qualitativa de um antigénio
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do microrganismo, ja no caso de Escherichia coli enterohemorragica, é feita uma detegao
qualitativa das toxinas Shigal e Shiga 2. [2] [3] Quanto ao Clostridium difficile, é feito um teste
de screening através da pesquisa de Glutamato Desidrogenase (GDH), um enzima produzido
em grandes quantidades por esta bactéria. A luz emitida é proporcional a concentragao de
enzima, presente nas fezes. No caso de obtermos um resultado positivo para C. difficile é feita
uma pesquisa qualitativa das toxinas A e B, utilizando o mesmo ensaio de forma a confirmar o
teste de screening. Caso esta pesquisa seja negativa é feito um PCR em tempo real, um método

mais sensivel que permite discriminar qual o tipo de toxina presente na amostra. [44]

Pesquisa de Virus respiratérios

A pesquisa de virus respiratérios pode ser feita em aspirados nasofaringeos e traqueais,
lavados nasais e lavados broncoalveolares. Para esta pesquisa € utilizado o kit “Light Diagnostics
™ SimulFluor® Respiratory Screen”, que utiliza imunofluorescéncia direta para detetar a
presenca de antigénios dos virus Influenza A, Influenza B, Adenovirus, Virus Respiratério
Sincicial (RSV), Parainfluenza |, Parainfluenza 2, Parainfluenza 3 e Metapneumovirus (hMPV),
utilizando uma lamina escavada (Figura |). Este kit utiliza anticorpos monoclonais marcados
com fluorocromos para detetar e identificar Metapneumovirus num pogo e RSV num outro
pogo, no qual também se faz o screening de Influenza A, Influenza B, Adenovirus e Parainfluenza
I, 2 e 3. Este método utiliza 2 reagentes, | deles com anticorpos contra metapneumovirus e
um outro com anticorpos especificos para cada um dos restantes virus: Influenza A, Influenza
B, Adenovirus, Parainfluenza |, Parainfluenza 2, Parainfluenza 3 e RSV. Os anticorpos
monoclonais, marcados com fluorocromos, irao ligar-se aos antigénios virais presentes na
amostra e posteriormente sao detetados através de fluorescéncia com recurso a um
microscopio de fluorescéncia (Figura 2). [5]

Para metapneumovirus, um resultado positivo traduz-se na presen¢a de granulos
intracelulares que emitem fluorescéncia verde maga. No screening de virus Influenza A,
Influenza B, Adenovirus, Parainfluenza |, Parainfluenza 2 e Parainfluenza 3, as células infetadas
apresentam fluorescéncia verde maga no nucleo e/ou citoplasma, ao invés das células infetadas
por RSV que emitem uma fluorescéncia amarela/dourada no citoplasma, permitindo distingui-
las dos outros virus respiratérios, uma vez que a reagao antigénio-anticorpo ocorre no mesmo
poco. As células nao infetadas apresentam uma cor vermelha, devido a presenca de Evans Blue
nos reagentes.
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Apods obtencao de um resultado positivo para os virus Influenza A, Influenza B,
Adenovirus, Parainfluenza |, Parainfluenza 2 e Parainfluenza 3 é necessario discriminar os
diferentes virus e para tal € utilizada outra lamina escavada. Num pogo é colocado um reagente
com anticorpos especificos marcados para Parainfluenza e anticorpos especificos marcados
para Adenovirus. Num outro pogo, sao colocados anticorpos especificos marcados para virus
Influenza A e anticorpos especificos marcados para Influenza B. No pogo para Parainfluenza e
Adenovirus, um resultado com células emissoras de fluorescéncia verde macga indica a
presenca de Parainfluenza e células emissoras de fluorescéncia amarelo/dourado indica a
presenca de Adenovirus. Assim, torna-se necessario usar um outro reagente com anticorpos
especificos marcados com fluorocromos para Parainfuenza |, anticorpos especificos marcados
com fluorocromos para Parainfluenza 2 e anticorpos especificos marcados com fluorocromos
para Parainfluenza 3. Caso se obtenham células emissoras de fluorescéncia verde estamos
perante Parainfluenza | ou 2, caso a fluorescéncia seja amarelo/dourado estamos perante
Parainfluenza 3. No pogo para discriminar os virus Influenza, fluorescéncia verde indica

Influenza A e fluorescéncia amarelo/dourado indica Influenza B (Figura 3). [6]

Figura - Laminas escavadas utilizadas para detecdo de virus respiratérios
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Células infetadas com RSV

Células infetadas com

Influenza/Adenovirus/Parainfluenza

Células infetadas com hMPV

Figura 2- Fluorescéncia emitida por células infetadas

Fonte: “ Light Diagnostics™ products for infectious disease” brochure
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e [°PASSO:

—> Amarelo/Dourado: RSV

—— Sem fluorescéncia: Negativo

Verde maga: Influenza A/B, Adenovirus, Parainfluenza 1/2/3

v

Verde maga: hMPV

e 2°PASSO:

—> Verde maga: Influenza A

—> Amarelo/Dourado: Influenza B
—> Verde maca: Parainfluenza 1/2/3
—> Amarelo/Dourado: Adenovirus

e 3°PASSO:

—> Verde maca: Parainfluenza 1/2

—> Amarelo/Dourado: Parainfluenza 3

Figura 3- Procedimento do “screening” de virus respiratorios
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Setor de Retrovirus

Este setor é o Centro de referéncia regional para pesquisa virologica e investigagoes
serologicas necessarias a pesquisa do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e realiza cerca
de 80 000 exames, anualmente. E o responsavel pela pesquisa de Virus da Imunodeficiéncia
Humana do tipo I e Il (HIV | e HIV Il) e de Virus T- Linfotrépico Humano do Tipo | e Il (HTLV
| e HTLV Il). Neste laboratério faz-se a determinagao da presencga destes virus através de
pesquisas seroldgicas, utilizando testes imunoenzimaticos, de eletroquimioluminiscéncia, e
testes imunocromatograficos e imunoblotting para a confirmagao da positividade da infegao.
A quantificagdo dos acidos nucleicos de HIV e HTLV é feita com recurso a métodos
moleculares, assim como a sequenciagao para a determinagao do tropismo viral e resisténcia

a terapéutica para HIV | e HIV 2.

Pesquisa de HIV

O virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é um retrovirus transmitido através de
relagoes sexuais desprotegidas, contacto com sangue contaminado e transmissao por via
vertical, de mae para filho. Este virus infeta as células do sistema imunitario, nomeadamente
os linfocitos T CD4, macrofagos e células dendriticas. O HIV estd na origem da Sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (SIDA), que se caracteriza pela diminuigao do numero de linfocitos
T CD4, uma doencga sem cura, mas cuja terapia permite ao doente ter uma melhor qualidade
de vida. O HIV é classificado em HIV | e HIV Il, de acordo a sua estrutura genémica, sendo o
primeiro o mais patogénico e predominante no mundo e o segundo o mais raro, contudo o
mais comum na Africa Ocidental. O HIV-1 é ainda subdividido em 4 grandes grupos, de acordo
com as variagoes na regiao do envelope (env): M o “major”, responsavel pela maioria das
infecoes e os grupos N, O e P. O grupo M ¢ ainda subdividido em 9 subtipos: A, B, C, D, E, F,
G, H, ] e K e estes subtipos podem recombinar-se dando origem a um virus hibrido, conhecido
como “circulating recombinant form” (CRFs). [7] [8]

O fluxograma da pesquisa de HIV é complexo e a metodologia a usar depende do

resultado da anilise anterior (Figura 4).
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“Screening” HIV

(CLIA)
REATIVO / NAO REATIVO
Teste Confirmatorio
Reportar
(Imunocromatografia) como
NEGATIVO
/ Anticorpos
Anticorpos
Anti HIV |detetados
Anti HIV 2
HIV | Anticorpos
Anti HIV | e Anti HIV 2 HIV 2
nao detetados
A 4

Pesquisa de RNA Viral

Figura 4- Fluxograma da pesquisa de HIV

e Screening da infecao por HIV

O screening da infecao por HIV é feito em amostras de soro, plasma ou em casos de
infecao mais graves, LCR, com recurso ao equipamento Cobas® 8000 da Roche que processa
as amostras de forma automatizada, fazendo uso de um imunoensaio quimioluminiscente, para
pesquisa de antigénios e anticorpos virais. Neste ensaio ocorre emissao de luminiscéncia
aquando da conversao do substrato por parte das enzimas utilizadas e esta luminiscéncia indica
a presenca do antigénio viral, a proteina p24 (proteina da capside viral) ou anticorpos contra
a proteina gp4| (glicoproteina do envelope) do HIV | e gp36 (glicoproteina do envelope) do
HIV 2. Um resultado reativo nao distingue a presenca de p24 dos anticorpos anti-HIV | e anti-

HIV 2. O resultado da reagao quimioluminiscente é medido em “RLUs” e existe uma relagao
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direta entre a presen¢a de antigénio p24 e anticorpos anti HIVI e anti HIV 2, com a

luminescéncia emitida. Este sinal é comparado com um “cut-off”’, e podemos obter:

e  Sinais com valores 2 1,00 — reativos para o antigénio p24 ou anticorpos anti
HIVI/HIV2;

e  Sinais com valores < |,00 — nao reativos. [9]

e Teste Confirmatério (Teste imunocromatografico)

O teste utilizado para confirmar os resultados positivos obtidos no teste de screening
é o teste Genius'" HIV 2 Confirmatory assay, um teste imunocromatogrifico que permite
confirmar a presenca de anticorpos contra HIV | ou HIV. As amostras usadas podem ser
sangue, plasma e soro. A detegao é feita através da ligagao, que ocorre numa fase membranar
solida, entre os anticorpos da amostra a antigénios HIV | (p31, gp160, p24, gp41) e antigénios
HIV 2 (gp36, gp140), presentes na tira de teste. A amostra é colocada num pogo da cassete,
juntamente com o tampao e depois destes migrarem na tira imunocromatografica, adiciona-
se tampao hum outro pogo. Este tampao permite a migracao lateral dos produtos e promove
a ligagao anticorpo-antigénio. A presencga de um controlo é necessaria para validar este teste,
onde a ligacdo da imunoglobulina G presente na amostra a proteina A, imobilizada na tira,
permite o aparecimento uma banda rosa/roxa. Esta proteina A é sintética, encontrando-se
conjugada a particulas coloidais de ouro coradas, antigénios HIV | e HIV 2 e por esta razao, é
utilizada como banda controlo. [10]

Numa amostra reativa, os anticorpos anti-HIV ligam-se aos antigénios que se
encontram imobilizados na tira (Figura 5: banda | a 6), sendo possivel observar bandas
rosas/roxas. A interpretagao dos resultados é um pouco complexa, e baseia-se na presenca
de determinadas bandas na tira teste. Para HIV |, um resultado positivo é determinado pela
presenca de quaisquer duas das quatro bandas teste para HIV | com pelo menos as bandas
gp160 (Figura 5: banda 4) ou gp4! (Figura 5: banda 6). Para HIV 2, um resultado positivo é
determinado pela presenca das duas bandas teste para HIV 2, a gp36 (Figura 5: banda 1) e
gpl140 (Figura 5: banda 2). Em ambos os casos, o resultado negativo é determinado pela
auséncia de bandas e um resultado indeterminado traduz-se numa combinagao diferente de

bandas, sendo necessario fazer a detegao qualitativa de DNA. [1 1]
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Figura 5- Genius HIV /2 Confirmatory assay

Legenda:
Banda I: gp36 (HIV-2, péptido do envelope) Banda 5: p24 (HIV-1, proteina recombinante do core)
Banda 2: gp140 (HIV-2, péptido do envelope) Banda 6: gp41 (Grupo M e O) (HIV-1, péptidos do

envelope)
Banda 3: p3| (HIV-1, polimerase)

Banda controlo: Proteina A
Banda 4: gpl60 (HIV-1, proteina recombinante do

envelope)

e Pesquisa de RNA Viral

A quantificagao de RNA viral permite determinar a carga viral no plasma do utente e
é feita com recurso ao equipamento COBAS® AmpliPrep / COBAS® TagMan® da Roche. Este
instrumento prepara as amostras de forma automatizada, efetua a transcricao reversa, a
amplificagdo por PCR e a consequente quantificacao de RNA viral. A utilizagao de sondas
fluorescentes possibilitam a detegao em tempo real dos produtos de PCR e os resultados sao
expressos em copias por mililitro (cp/ml). [12]

Em recém-nascidos de maes seropositivas, o diagnostico da infegao por HIV passa pela
execucao de Western Blot, detecao qualitativa de DNA e carga viral, necessarios para

despistar uma possivel infecdo em recém-nascidos. [|3]
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e Determinacio de avidez

A determinagao da avidez é util do ponto de vista da saude publica e do préprio doente,
como tentativa de rastrear a origem da infegao. Esta &€ determinada apos uma pesquisa positiva
de HIV e permite determinar se a ligagao antigénio-anticorpo é uma ligagao forte ou fraca. A
amostra de soro é dividida em duas aliquotas e ambas sao diluidas com diferentes solugoes.
Numa adiciona-se guanidina (um agente desnaturante) e na outra, uma solugao de tampao
fosfato (PBS). Ambas as amostras sao testadas, utilizando o instrumento Abbott Architect
ilO00SR que faz uso de um “Chemiluminescent Microparticle Immuno Assay” (CMIA), que
permite a detecao de anticorpos contra HIV | e HIV 2 e do antigénio p24, através da emissao
de luminescéncia. A medi¢ao da luminescéncia é comparada com um “cut-off’ e apos a

obtencgao dos resultados para ambas as amostras é necessario fazer o seguinte calculo:

Resultado da aliquota com guanidina

A=
Resultado da aliquota com PBS

As infegoes sao classificadas como recentes se o resultado do indice de avidez (IA) é
inferior a 0,6 e infecao estabelecida se o resultado do IA é igual ou superior a 0,6. Este critério
estabelece ainda que uma infe¢ao recente foi contraida nos Gltimos 6 meses e que uma infegao

estabelecida tera sido contraida ha mais de 6 meses. [14]

e Resisténcia a Farmacos

A genotipagem do virus e a determinagao da resisténcia a farmacos permite estabelecer
a resisténcia/sensibilidade para os anti-retrovirais utilizados. Este processo ¢é feito em doentes
“naive”, isto é, doentes que foram diagnosticados pela primeira vez e que ainda nao foram
submetidos a qualquer terapéutica, ou em situagoes de insucesso terapéutico. Para tal, sao,
normalmente, sequenciados os genes que codificam as duas regides alvo da terapia: a
transcriptase reversa e a integrase. [15]

O primeiro passo é a extragao de RNA viral de uma amostra de plasma do utente,
com recurso ao extrator NUCLISENS®easyMAG® da Biomérieux, seguido de PCR. No caso
da integrase € necessario fazer | RT-PCR, utilizando dois primers e no caso da transcriptase

reversa é necessario fazer um Nested PCR, utilizando 7 primers. De seguida, faz-se uma
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eletroforese de forma a permitir quantificar os produtos amplificados e determinar, se é
necessario fazer diluigdes. Apos isto, é feita a sequenciagdo, utilizando o ABI PRISM®3100
Genetic Analyzer e as sequéncias sao analisadas, utilizando o programa informatico SeqMan
Pro module (v7.1.0). Os eletroferogramas obtidos sao comparados e verificam-se os locais de
o . " . /4 . ~ . ~ . ~ .

mismatch”, isto &, locais onde nao ocorre o alinhamento das sequéncias. As sequéncias,
obtidas a partir desta verificagao, sao comparadas com sequéncias presentes na base de dados,
de forma a ser possivel determinar o subtipo do HIV e consequente padrio de

resisténcia/sensibilidade a terapéutica (Figura 6). [16]

Figura 6- Exemplo de relatério de Resisténcia a Farmacos
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Setor de “Sierologia Infettivologica”

Este setor realiza cerca de 630 000 exames anualmente e é o responsavel pelo screening
seroldgico de diversos agentes patogénicos, tais como bactérias, fungos, virus e parasitas.
Apesar de se denominar como Setor de “Sierologia Infettivologica”, por uma questao de
gestao de recursos, € o setor responsavel pelo diagnostico de infegoes congénitas e a
quantificacio dos virus das hepatites B e C. E considerado o Centro de referéncia de
Resisténcia a Farmacos para Virus da Hepatite C e faz uso de métodos moleculares para a
pesquisa de acidos nucleicos e determinagao de genomas e mutagoes destes virus, associadas
as resisténcias a farmacos. E, ainda, responsavel pela pesquisa de Micoplasma sp., virus das
Hepatites, Borrelia burgdorferi, Toxoplama gondii, Treponema pallidum, entre outros, e utiliza
métodos como a quimioluminiscéncia, ensaios imunoenzimaticos e testes de aglutinagao para

pesquisa de anticorpos e antigénios.

Pesquisa de Ureaplasma urealyticum e Mycoplasma hominis

Ureaplasma urealyticum e Mycoplasma hominis sao duas bactérias comensais do trato
urogenital, mas que em situagoes de imunodepressaio podem levar a infecoes com
consequéncia graves, tais como infertilidade, aborto espontineo e infecao pulmonar em
recém-nascidos. Por estas razoes, é importante o diagnostico rapido destas infe¢oes, e caso
se obtenha um resultado positivo para a pesquisa destas bactérias, em gravidas, é necessario
fazer um teste de resisténcia a antibioticos. Este teste de resisténcia so é efetuado em utentes
gravidas ou utentes que tenham um resultado anterior positivo para estas bactérias. Para a
detecdo destas bactérias, podem ser utilizadas amostras de urina, liquido seminal, exsudados
endocervical, vaginal e uretral. [17]

Para a pesquisa destas bactérias, é utilizado o kit MycoView Medium da Zeakon
Diagnostics, que tem como base o metabolismo da ureia pelo U. urealyticum, o metabolismo
da arginina por parte do M. hominis e a resisténcia natural de U. urealyticum e M. hominis,
respetivamente a lincomicina e eritromicina. Este kit € composto por dois frascos que contém
meios distintos, um deles contém um meio de transporte e o outro contém um meio de
cultura, composto por arginina, ureia e vermelho de fenol, um indicador de pH, que permite

detetar a presenga das bactérias, através de uma mudanca de cor do meio de cultura, apos
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incubagao. Numa primeira fase, sao inoculados 200 pL de amostra no meio de transporte e
posteriormente sao colocados 200 pL, do meio de transporte inoculado, no meio de cultura.
O meio de transporte é colocado no frigorifico a 4°C e o meio de cultura é incubado a 37°C,
durante 72h, no caso da urina e liquido seminal e 48h, para as restantes amostras. Apos este
periodo, é feita a leitura da mudanga de cor, comparando as cores de ambos os frascos, sendo
que numa amostra positiva ocorre mudanga de cor do meio de cultura, de amarelo/alaranjado
para rosa/avermelhado e indica a presenca de bactérias numa concentragio = |0*UFC/mL.
[18]

No caso de utentes gravidas e utentes com resultados anteriores positivos efetua-se
um teste de resisténcia a antibiéticos. Para tal, € utilizado o kit MicoView que testa a resisténcia
a 9 antibioticos: Lincomicina, Eritromicina, Roxitromicina, Azitromicina, Josamicina,
Minociclina, Doxiciclina, Ofloxacina e Ciprofloxacina. Sao inoculados 100 pL de amostra do
meio de transporte, nos |2 pogos da galeria e colocam-se 2 gotas de oleo de parafina,
posteriormente a galeria € incubada a 36°C durante 24h. Apos 24h é feita a leitura da galeria,
através da mudanga colorimétrica de cada pogo de amarelo/alaranjado para rosa/avermelhado,
o que indica um meio mais alcalino. Um pogo amarelo nos testes de resisténcia a antibioticos

indica sensibilidade e um pog¢o vermelho indica resisténcia (Figura 7). [19]

Teste de Resisténcia a 9 antibidticos

Controlo

Indica presenga de U. urealyticum e M. hominis
em concentracdes baixas de 10° UFC/mL

U. urealyticum e M. hominis em
concentracées =10* UFC/mL

Figura 7- Galeria de determinagdo de resisténcia a antibiéticos
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Pesquisa de Salmonella typhi e Brucella sp.

Salmonella tiphy é a principal causa de febre tifdide e leva ao aparecimento de outros
sintomas tais como fraqueza e cefaleia, comuns a infe¢ao causada por Brucella sp.. [20]

InfecSes por estas bactérias podem ser fatais e dai a importancia do seu diagnostico. A
reagao de Widal Wright permite dar um resultado presuntivo sobre a presenga de Salmonella
typhi e Brucella sp. e consiste num teste serologico que permite a quantificagao dos anticorpos
anti-O (somatico) e anti-H (flagelar) de S. typhi e anticorpos contra Brucella sp, presentes no
soro do utente. [21] Primeiro, o soro do utente é incubado com os diferentes antigénios em
3 diferentes pogos. Para cada um destes pogos, sao feitos o controlo negativo, através de
diluigoes do soro do utente com soro fisioldgico, e controlo positivo que utiliza uma amostra
de soro, conhecida como positiva, para cada um dos anticorpos. Numa amostra positiva, os
anticorpos ligam-se aos antigénios, e uma vez que os antigénios se encontram associados a
particulas coradas, a aglutinagao € visivel macroscopicamente. Ao invés, o resultado negativo
traduz-se na formagao de um “botao” muito corado, no fundo do pogo. Apos a obtengao de
um resultado positivo, o soro do utente é diluido numa microplaca em 1:20, 1:40, 1:80, 1:160,
[:320, 1:640, 1:1280, com os antigénios correspondentes, em 3 colunas diferentes e o

resultado é dado em fungao da dltima diluicao, na qual é visivel a aglutinagao (Figura 8). [22]

Amostra negativa —» Amostra positiva

Figura 8- Interpretacdo de “Widal-Wright”

Pesquisa de Treponema pallidum

A sifilis € uma doenca infeciosa curavel, que pode ser transmitida sexualmente ou por
via vertical, durante a gestagao. Esta doenga é causada pela bactéria Treponema pallidum e pode
apresentar diferente sintomatologia clinica, consoante os diferentes estadios de infegao. A
pesquisa laboratorial é feita com base em testes serologicos e estes sao divididos em testes

nao treponémicos (testes de screening) e testes treponémicos (testes de confirmagao). [23]
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e Testes nao treponémicos

Para os testes nao treponémicos, sao utilizadas amostras de soro ou plasma e estas
sao submetidas ao RPR (“rapid plasma reagin”), um teste nao especifico, que permite a detegao
de reaginas, anticorpos que se formam na presenga de cardiolipinas. Estas cardiolipinas sao
libertadas quando ocorre destruigao celular, como no caso da sifilis e por esta razao, € um
teste pouco especifico. Este teste utiliza suspensoes antigénicas que contém cardiolipinas a
revestir particulas de carvao e apods a aglutinagao é possivel a observagao macroscopica dos
resultados. Caso se obtenha um resultado positivo, a amostra € submetida a um teste de

quimioluminiscéncia (CLIA) para pesquisa de anticorpos, especificos de T.pallidum. [24]

o Testes treponémicos

Os resultados positivos dos testes nao treponémicos devem ser confirmados por
testes treponémicos, testes mais especificos. O TPHA (°Treponema pallidum hemaglutination
assay”) € um desses testes e tem como base a hemaglutinagao de eritrécitos revestidos de
antigénios de T. pallidum que irao reagir com os anticorpos especificos, presentes no soro ou

plasma do utente, permitindo a visualizagao macroscopica desta reagao. [25]

Diagnéstico de Hepatite C

A hepatite C é uma doenga viral causada pelo virus da Hepatite C (HCV), que na
maioria das vezes nao apresenta sintomas detetaveis e cuja transmissao ocorre por meio de
sangue contaminado. O diagndstico da infecao por HCV passa pela pesquisa de anticorpos
anti-HCV, usando o imunoensaio CMIA e pela pesquisa RNA viral. [26]

O genoma deste virus é altamente variavel e de acordo com o genodtipo, o virus é
classificado em 6 grupos diferentes e cada um destes grupos tem uma ou mais variantes. Uma
vez que o quadro clinico do doente, a terapéutica a aplicar e a sua duragao esta relacionada
com o gendtipo e variante do virus, é necessario fazer a genotipagem viral. Para tal é feita a
extracao de RNA viral, a partir de amostras de soro ou plasma com recurso ao extrator
QIlAsymphony SP da QUIAGEN, seguidamente faz-se um RT-PCR, usando dois pares de
“primers” biotinilados de forma a obter duas regices de DNA biotinilados, 5’UTR e a regiao

do “core”. Por fim, faz-se a genotipagem do virus recorrendo ao equipamento VERSANT HCV
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Genotype 2.0 Assay da SIEMENS, um ensaio de sondas em linha, que permite a identificagao
do gendtipo e da variante do virus em estudo.

O produto de DNA biotinilado é hibridado com sondas que se encontram ligadas a
uma tira de nitrocelulose e o DNA nao hibridado é retirado com lavagens. A estreptavidina
conjugada com a fosfatase alcalina liga-se ao DNA biotinilado, formando o complexo de
estreptavidina-fosfatase alcalina que vai reagir com um cromogéneo, formando um precipitado
de cor purpura/castanha, produzindo um padrao de bandas, na tira de nitrocelulose. Nestas
tiras existem 3 bandas de controlo e 22 bandas de DNA que possuem as sequéncias dos
diferentes 6 gendtipos de HCV. A interpretagio dos resultados é feita, comparando os
padroes das bandas nas tiras com os padroes da tabela de interpretagao, com ajuda de um

cartao de leitura (Figura 9). [27]

17
— = ;
=2 ;
: |z
Figura 9- Resultados da genotipagem de HCV
Legenda:
I-Genotipo la 8- Genotipo 2a/2c I5- Gendtipo 2
2- Genotipo 3a 9- Genotipo 3a |6-Genodtipo
3- Gendtipo Ib 10- Gendtipo 2a/2c 4a/4c/4d
4- Genotipo la I 1- Gendtipo 3a |7- Gendtipo 3a
5- Genotipo la 12- Gendtipo la 18- Genodtipo Ib
6- Genotipo 3a | 3-Gendtipo 2a/2c [9- Gendtipo 3a
7- Genotipo 3a [4- Gendtipo Ib 20- Gendtipo 2

Pagina | 32



Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas
Ana Patricia Alfaia Nunes

Diagnéstico de Hepatite B

A hepatite B é causada pelo virus da hepatite B (HBV) e tal como o virus da hepatite
C, é transmitido através de sangue contaminado. A pesquisa desta infegao ¢é feita com base
na serologia, utilizando o imunoensaio CMIA, onde se faz a pesquisa de antigénios e anticorpos
especificos. O antigénio de superficie (Ag HBs), é o primeiro a surgir e a sua presenca indica
sempre infecao e o anticorpo anti-HBs é um marcador de infegao passada ou vacinagao. O
anticorpo anti-HBc é um anticorpo contra o “core” e indica infegao aguda, o marcador de
replicagao viral AgHBe esta associado a um maior risco de contagio e o anticorpo anti-HBe,

esta associado a um menor risco de contagio. [28]

Setor CRREM (Centro di riferimento regionale

per le emergenze microbiologiche)

O setor CRREM (“Centro di riferimento regionale per le emergenze microbiologiche”)
que esta sob a coordenagao da Professora Maria Paola Landini, realiza anualmente, cerca de
20 000 exames, sendo o responsavel pela realizagao de estudos e pesquisa de microrganismos
que podem levar a problemas de saiude publica, nomeadamente infegoes emergentes que
podem estar relacionadas com a globalizagao, alteragoes climaticas ou bioterrorismo.

Este laboratorio é responsavel pela pesquisa de arbovirus (como por exemplo, virus
Chikungunya, Dengue, Zika, Febbre amarela, West Nile, Usutu e virus Toscana), malaria,
leishmaniose cutanea e visceral, vigilancia de doengas bacterianas invasivas e das formas graves
e complicadas do virus Influenza. Para tal, usa testes moleculares qualitativos e quantitativos,

testes serologicos, testes imunocromatograficos, microscopia de fluorescéncia, entre outros.

Pesquisa de Virus Influenza

O virus influenza é o responsavel pela gripe, uma doenca respiratoria, que ocorre com
maior incidéncia no periodo de Inverno. Esta infecao é transmitida principalmente pelas

secregoes respiratorias, transmitidas pelo ar. Os sintomas incluem febre, tosse e dores
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musculares e apesar de ser uma doenga autolimitante pode causar quadros clinicos mais
complicados, em imunodeprimidos e idosos. Os virus Influenza sao classificados de acordo
com caracteristicas antigénicas em virus Influenza A, B ou C, sendo estes dois Ultimos menos
graves para o Homem. O virus influenza A esta subdividido em subtipos, de acordo com a
combinagao entre as proteinas do envelope, hemaglutinina e neuraminidase. [29]

Este laboratoério faz a confirmagao da pesquisa feita pelo laboratério de Virologia, e
utiliza, a sua semelhanga, amostras de aspirado bronqueal ou exsudado nasal. Numa primeira
fase, é feita a extragio de RNA com recurso ao extrator NUCLISENS®easyMAG® da
Biomérieux, que utiliza esferas de silica magnéticas para a extragao dos acidos nucleicos e de
seguida, procede-se a um RT- PCR em tempo real, cujos targets sao o gene M (gene que
codifica para a proteina M| e M2) do virus Influenza A e o gene NEP (gene que codifica a
“Nuclear export protein”) do virus Influenza B e gene da Rnase P, que funciona como controlo
positivo para o processo de extragao. [30]

Caso se obtenha um resultado positivo para virus Influenza A, é feita a tipificagao do
virus para distinguir entre virus Influenza A (H1) e virus Influenza A (H3), com recurso a outro

Real-Time PCR, cujos targets sao os genes das hemaglutininas HI e H3. [31]

Pesquisa de Virus da Dengue, Zyka e Chikungunya

Os virus da Dengue, Zyka e Chikungunya sao transmitidos pela fémea do mosquito
Aedes aegypti e uma vez que apresentam uma sintomatologia semelhante, a sua pesquisa ¢ feita
em conjunto. Esta pesquisa é feita de forma célere, por forma a evitar um ciclo de transmissao,
uma vez que pode também ser transmitido pelo mosquito Aedes albopictus, existente no
territério italiano. [32]

O virus da Dengue apresenta quatro serotipos DENVI, DENV2, DENV3 e DENV4,
sendo por isso, possivel que uma pessoa seja infetada quatro vezes, ja que a infecao por um
serotipo gera apenas uma imunidade temporaria e baixa contra os outros serotipos. Os
principais sintomas desta infecao, aparecem normalmente ao fim de |5 dias de incubagao e
incluem dores musculares e nas articulagoes, febre alta e dor atras dos olhos, contudo a
doenga pode evoluir e levar a morte. [33]

O virus Chikungunya tem um periodo de incubagao entre 4 a 7 dias e a infecao

apresenta uma forma aguda que se caracteriza por dores musculares e articulares, febre alta
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e erupgoes cutaneas, que pode evoluir para uma forma subaguda que se caracteriza pela
persisténcia das dores articulares ou para uma forma cronica que se caracteriza pela
persisténcia das dores articulares durante meses. [34]

O periodo de incubagao do virus Zyka ainda nao € claro, mas sabe-se que nao provoca
quaisquer sintomas em 80% das pessoas infetadas, porém pode apresentar um quadro clinico
semelhante aos virus anteriores levando ainda ao aparecimento de vermelhidao e prurido no
corpo. [35]

A pesquisa destes virus é feita, utilizando amostras de urina, sangue, soro ou LCR e é
feita com recurso a técnicas de biologia molecular, nomeadamente RT-PCR em tempo real, a
excegao da dengue, para a qual se faz primeiro um teste serologico. [36]

Este teste seroldgico tem como base um ensaio imunoenzimatico (EIA), com recurso
ao SD BIOLINE Dengue Duo kit, que permite a detegao simultanea do antigénio NSI, uma
glicoproteina presente em altas concentragdes no soro, em fase aguda (| a 5 dias) e dos
anticorpos IgG e IgM contra a dengue, presentes numa fase mais tardia da infegao (5 a 14 dias).
A amostra de soro, plasma ou sangue total é adicionada nos dois pogos, sendo que no pog¢o
correspondente a detecao de anticorpos, sao ainda, adicionadas 2 gotas de tampao, cedido
com o kit. A amostra vai migrar em ambas as tiras e caso contenha os anticorpos contra o
virus dengue, estes vao-se ligar aos antigénios imobilizados na tira, produzindo uma banda
rosada. No caso de a amostra conter antigénios NSI, estes ligar-se-ao aos anticorpos anti-
NSI imobilizados na tira, produzindo também uma banda rosada. Um resultado positivo
traduz-se no aparecimento de uma banda para NS|, aparecimento de uma banda IgM ou IgG,
aparecimento das bandas NS| e IgM, simultaneamente ou aparecimento das bandas IgG e IgM,
simultaneamente. Apos um resultado positivo, € necessario fazer extracio dos acidos
nucleicos, com recurso ao extrator NUCLISENS®easyMAG® da Biomérieux, para determinar

qual o serotipo de dengue e para tal, faz-se um RT-PCR (Figura 10). [37]
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Figura 10- SD BIOLINE Dengue Duo kit

Pesquisa de virus West-Nile

A febre do Nilo é uma doenga causada pelo virus West-Nile, que é transmitido através
da picada de fémeas de mosquito do género Culex e apresenta um periodo de incubagao que
varia entre os 3 e os |4 dias, nao causando sintomas em 80% das pessoas infetadas. Os
restantes 20% podem apresentar sintomas que variam entre anorexia, dor de cabega, dor nos
olhos e dores musculares ou em situagoes piores pode causar encefalites ou
meningoencefalites graves. [38]

A pesquisa deste virus é feita por meio de imunofluorescéncia indireta (IFl), um ensaio
que permite detetar anticorpos especificos contra o virus West-Nile. Este ensaio ocorre numa
lamina com diferentes pocos, onde existem antigénios sob a forma de células infetadas, aos
quais se vao ligar os anticorpos presentes na amostra de soro/plasma do utente. De seguida,
adiciona-se um segundo anticorpo conjugado com fluoresceina, contra os anticorpos humanos.
A fluoresceina é um fluoréforo que emite fluorescéncia verde, em microscopia de
fluorescéncia, permitindo verificar a presenga de anticorpos, através da presenga desta

fluorescéncia verde (Figura 11). [39] [40]
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— Amostra positiva

Amostra negativa

Figura I 1- Visudlizagdo da fluorescéncia em amostras de WNV
Fonte: Martins, L. C. (2019)

Pesquisa do parasita da Malaria

A malaria é uma infecio endémica em Africa, Asia, América Central e América do Sul,
causada por protozoarios do género Plasmodium e que é transmitida pela picada da fémea do
mosquito do género Anopheles. Uma vez, na corrente sanguinea, o parasita dissemina-se,
infetando e multiplicando-se nos eritrocitos e no figado. Os sintomas da malaria ocorrem
entre 9 e |4 dias apos a picada do mosquito e variam consoante a espécie de Plasmodium
infetante, podendo incluir febre, dores de cabecga, calafrios, vomitos e anemia, devido a
destruicao dos eritrocitos. Apesar de ter cura, quando nao tratada pode ter um desfecho fatal
e dai ser extremamente importante a sua pesquisa através da visualizacao do parasita no
sangue ao microscopio e de técnicas de imunologia e biologia molecular. [41]

A pesquisa comega com um teste imunocromatografico, o BinaxNOW® Malaria test,
que permite a detegao de antigénios de Plasmodium, nomeadamente a proteina enriquecida
com histidina, (HRPII), especifica de Plasmodium falciparum e a proteina pan-malaria, comum a
outras espécies, nomeadamente P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae. Para este teste, é
necessario adicionar sangue e tampao no mesmo pogo, no topo esquerdo do cartio. A

interpretacao dos resultados é feita com o cartao fechado e baseia-se no numero de bandas
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coradas de rosa que aparecem apos os |5 minutos, sendo a presenga da banda de controlo,
sempre necessaria. Se obtivermos uma banda T, esta indica-nos a presenca de antigénio
(HRPII), do P. falciparum, caso obtenhamos uma banda T2, que indica a presenga de proteina
pan-malaria, estamos perante P. vivax, P. ovale ou P. malariae, ou perante uma infegao mista. No
caso de obtermos ambas as bandas, T| e T2, coradas, podemos estar perante uma infegao

provocada por P. falciparum ou uma infegao mista (Figura 12). [42]

BinaxNOW" Malaria
Zona de detecao de HRPII
F\
Zona de detecao da
proteina pan- malarla Gl G (+) (=)
§= =

Figura 12- Teste rapido BinaxNow Maldria

Contudo, estes resultados sao sempre confirmados através da visualizagao
microscopica do parasita num esfregago de sangue periférico e através do método de "gota
espessa’. Para a realizacdo do esfregago de sangue, coloca-se uma gota de sangue numa das
extremidades da lamina de vidro e utilizando outra lamina, faz-se contacto entre o seu bordo
e a gota, num angulo de 45°. A gota deve ser espalhada de forma uniforme, de forma a obter
uma camada fina na sua superficie, permitindo a visualizagdo do parasita de forma clara.
Seguidamente, procede-se a fixagago com metanol e por fim a coloragio de Giemsa. No
método de “gota espessa” é colocada uma gota de sangue no centro de uma lamina de vidro
e com outra lamina, espalha-se a gota numa pequena area para que esta seja corada com
coloragao de Giemsa. Estes dois métodos permitem identificar a espécie do parasita, distinguir
a sua morfologia e as diferentes formas parasitarias. [43]

Os resultados dos testes imunocromatograficos sao confirmados através de métodos
moleculares e para tal, é feita a extragao de acidos nucleicos de uma amostra de plasma do

utente, com recurso ao extrator NUCLISENS®easyMAG® da Biomérieux. Caso o resultado

Pagina | 38



Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas
Ana Patricia Alfaia Nunes

do teste imunocromatografico seja positivo faz-se um PCR, cujo target é o gene 18S rRNA e
caso se obtenha um resultado negativo no PCR, este é confirmado por uma reagao de “Loop-
mediated isothermal amplification” (LAMP), um método mais sensivel. Este método é
semelhante ao PCR, a excegao da fase da amplificagdo que decorre a uma temperatura

constante e dispensa o uso de um termociclador. [44]

Setor de “Parassitologia”

Este laboratoério colabora com o Comité de Estudos de Parasitologia da Associagao
Italiana de Microbiologia Clinica na elaboragao de diretrizes para infegoes parasitarias, sendo
membro do consorcio europeu LeishMan para a vigilancia da leishmaniose humana na Europa.
Este setor é responsavel pelo estudo da infegao por Leishmania em utentes imunocompetentes
e imunocomprometidos, estudo de protozoarios do sangue e estudos epidemiologicos de
parasitais intestinais e urogenitais em migrantes de Bologna.

O laboratério é responsavel pela pesquisa de protozarios intestinais (Giardia intestinalis,
Cryptosporidium spp, Entamoeba histolytica e Dientamoeba fragilis) e helmintas intestinais (Ascaris
lumbricoides, Schistosoma spp, Strongyloides stercoralis, Trichuris trichura, Ancylostoma duodenadlis,
Enterobius vermicularis, etc.).

Diariamente, sao processadas 40 a 60 amostras de fezes e/ou testes da fita-cola,
traduzindo-se em 8000 amostras anuais, que sao analisadas com recurso a microscopia otica,
testes imunologicos e imunocromatograficos, métodos de biologia molecular e culturas a

partir de amostras fecais, no caso de Strongyloides / Ancylostoma.

Pesquisa de Leishmania

A leishmaniase é uma infecao causada por protozoarios do género Leishmania,
transmitidos por insetos dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia, sendo que existem mais de 20
espécies de Leishmania. Existem trés tipos de leishmaniase: leishmaniase cutanea, leishmaniase
mucocutanea e leishmaniase visceral, que diferem consoante a espécie infetante, resultando
em sintomas que variam de acordo com o tipo de leishmaniase. Desta forma, a leishmaniase
cutanea caracteriza-se pela presenca de lesdes no local da picada do inseto, na leishmaniase

mucocutanea ocorre uma invasao das mucosas orais e nasais e da cartilagem, levando a sua
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destruicao. Por fim, na leishmaniase visceral ha uma invasao do bago, figado, medula 6ssea e
orgaos linfoides, levando ao aparecimento de varios sintomas tais como, febre, caquexia, dores
abdominais e leucopenia. [45] [46] [47]

O diagnostico da infegao por este parasita comega com testes serologicos tais como o
teste rapido TruQuick™ LEISH 1gG/IgM 40T da Meridian Bioscience, imunoensaio
imunocromatografico, que permite detetar anticorpos IgG e IgM contra Leishmania donovani,
o principal responsavel pela leishmaniase visceral. Este teste, em formato de cassete, apresenta
uma membrana de nitrocelulose que contém uma banda controlo e duas bandas de teste (IgG
e |gM). Para este teste, podem ser utilizadas amostras de sangue total, plasma ou soro, sendo
este uUltimo, usado preferencialmente. Sao colocadas 40 pL de amostra no pogo da cassete,
seguidas de 2 gotas de tampao no mesmo pogo e esperam-se |5 minutos pela leitura dos
resultados. Para que o teste seja validado, é necessaria a presenga da banda controlo na
cassete. Numa amostra que possua anticorpos IgG, estes irao ligar-se aos antigénios de L.
donovani presentes na membrana de nitrocelulose, levando ao aparecimento de uma banda
corada, na regiao IgG e caso a amostra possua anticorpos IgM, a cassete apresentara uma
banda corada na regiao IgM. Pode ainda acontecer, que a amostra contenha os dois tipos de
anticorpos e nesse caso, a cassete apresenta duas bandas coradas na regiao teste. [48]

Outro teste serologico utilizado, é a ELISA com recurso ao kit comercial LEISHMANIA
ELISA 1gG+IgM da Vircell Microbiologists, um imunoensaio indireto que deteta a presenga de
anticorpos contra Leishmania infantum em amostras de soro ou plasma. Neste teste, € utilizada
uma microplaca que se encontra revestida com antigénios, onde sao adicionados 105 pL de
amostra num poco. De seguida, a microplaca é incubada durante 45° minutos a 37°C,
permitindo a ligagdo anticorpo-antigénio. Posteriormente, sao feitas 5 lavagens, de forma a
retirar os anticorpos que nao se ligaram aos antigénios e é adicionado um segundo anticorpo
conjugado a uma enzima, contra os anticorpos humanos. Procede-se a uma nova incubacao,
com uma duragao de 30 minutos a uma temperatura de 37°C e posteriormente, a microplaca
€ lavada novamente 5 vezes. Adiciona-se o substrato da enzima, seguido de uma nova
incubagao durante 20 minutos, a temperatura ambiente, no escuro. Apés os 20 minutos, é
adicionada uma solucido STOP e os resultados sio medidos com recurso a um
espetrofotometro a dois comprimentos de onda, 450 e 630 nm. Através da densidade otica é

necessario calcular o indice de anticorpos, utilizando a seguinte formula:
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Densidade o6tica
—>

D.O amostra — | da amostra

indice de anticorpos =
D.O média dos cut-off

Densidade 6tica média
dos cut-off

De acordo com os resultados obtidos, as amostras sao classificadas em positivas se
tiverem um valor de indice de anticorpos >| | e negativas, caso as amostras tenham um valor
de indice de anticorpos <9. [49] [50]

Para confirmar os resultados positivos dos testes serologicos, € feita uma extragao de
4cidos nucleicos com o instrumento NUCLISENS®easyMAG® da Biomérieux, de forma a ser

possivel a realizagao de um qPCR, cujo target é a sequéncia de codifica o cinetoplasto. [51]

Pesquisa de parasitas intestinais

A pesquisa de parasitas intestinais humanos compreende os protozoarios (que incluem
Giardia intestinalis, Dientamoeba fragilis (patogénio ocasional), Blastocystis spp. (patogénio
ocasional), e menos comum: Cryptosporidium spp., Entamoeba histolytica, Isospora belli) e
helmintas (que incluem Enterobius vermicularis, Strongyloides stercoralis, Taenia spp., € menos
comum: Diphyllobotrium latum, Schistosoma spp., Ascaris lumbricoides, Ancylostoma duodenale,
Necator americanus, Trichuris trichiura, Hymenolepis nana, Hymenolepis minuta). Para que a
pesquisa seja o mais direcionada possivel, é necessario ter em conta a sintomatologia do
utente, quando possivel acompanhada de dados laboratoriais e dados epidemiologicos de
difusao do parasita. As infecoes por parasitas intestinais podem levar a diferentes sintomas,
todavia um quadro de diarreia, persistente ou recorrente, associada a ma absorcao, esta
associado geralmente a Giardia intestinalis, Dientamoeba fragilis e Entamoeba histolytica, a
eosinofilia € associada a infe¢oes por helmintas e o prurido anal é, normalmente, associado a
presenca de Enterobius vermicularis. E importante ter em consideracio a imunocompeténcia do

utente, pois em casos de imunodepressao, a sintomatologia agrava-se e pode mesmo ser letal.

[52]
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e Exame parasitologico de fezes

No caso de suspeita de infegao por protozoarios intestinais, a pesquisa é realizada em
material fecal coletado num recipiente com uma pa e para uma pesquisa mais correta €
necessario analisar 3 amostras fecais recolhidas em dias alternados. O laboratorio faz a
validagao macroscopica da amostra, isto é, as fezes sao classificadas de acordo com sua
consisténcia (fezes formadas, fezes pastosas, fezes diarreicas, fezes liquidas e fezes
sanguinolentas) e verifica-se se esta classificagao esta de acordo com o exame pedido pelo
médico. Ou seja, se o médico classificar a amostra como sendo fezes diarreicas e o laboratorio
verificar que a amostra recebida sao fezes formadas, esta amostra € rejeitada e nao é feita
qualquer analise, evitando assim um possivel erro de triagem. Faz-se ainda a detecao da
presenca de proglotides e/ou vermes adultos e assegura-se que o recipiente se encontra
fechado e pronto para ser processado. [53]

Apos esta avaliagao, colocam-se 2 gotas de soluto de Lugol no centro da metade
superior da lamina e com a ajuda de uma anc¢a de plastico coloca-se uma pequena porgao da
amostra no centro inferior da lamina e mistura-se com o Lugol, preenchendo a lamina. Coloca-
se uma lamela e observa-se ao microscopio ético com a ampliagao de 20x. O soluto de Lugol
cora o glicogénio e os nucleos dos quistos, permitindo uma melhor observagao, mas inibe a
mobilidade dos trofozoitos, nao permitindo a observagao dos movimentos dos parasitas. Em
caso de duvida na identificagao pode-se fazer o exame a fresco, no qual o Lugol é substituido
por agua destilada. A observagao ao microscépio deve percorrer todos os campos da lamina
e possibilita a observagao de quistos, trofozoitos e os seres adultos, ovos e larvas de helmintas.
[54]

No caso de helmintas, é necessario fazer a concentragao das fezes e para tal utiliza-se
o kit MIDI-SYSTEM PARAGREEN da Biolife, que fornece tubos de plastico que contém 10 mL
de fixativo. Estes tubos possuem uma tampa superior com uma pa, com a qual se colhe uma
porcao de fezes do recipiente inicial (no caso de fezes liquidas, retirar 2 a 3 mL de amostra).
De seguida, agita-se vigorosamente o tubo, durante 30 segundos e substitui-se a tampa inferior
por um tubo de sedimentagao. Centrifuga-se o tubo, durante 3 minutos a 2000 rpm, descarta-
se o sobrenadante e ressuspende-se o sedimento com 2 gotas de agua destilada. Transferem-
se 2 gotas para uma lamina, utilizando uma pipeta de Pasteur, coloca-se a lamela e observa-se

ao microscopio (Figura 13). [55]
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I.  Agitar vigorosamente o 2. Substituir a tampa inferior pelo 3. Centrifugar, durante 3 min a
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4. Descartar sobrenadante, ressuspender o sedimento com 2 gotas de agua destilada, transferir 2 gotas
para uma lamina e examinar ao microscopio
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Figura 13- Processo de concentragdo de fezes

Adaptado da Biolife italiana

e Teste da fita-cola

O teste da fita-cola é realizado em situagoes de suspeita de oxiuriase, uma infegao
causada por Enterobius vermicularis, um helminta que habita o intestino grosso e que esta,
normalmente, associado a prurido anal. As fémeas adultas migram durante a noite e depositam
0s ovos na regiao perianal, sendo por esta razao que o teste da fita-cola é o mais aconselhado.
Este teste consiste na recolha de ovos da regiao perianal, utilizado um pedago de fita-cola, que
¢é posteriormente colado, numa lamina de vidro. Esta colheita deve ser feita de manha, antes
do banho e as maos devem ser bem lavadas e desinfetadas com alcool, devido a grande
possibilidade de contaminagao (Figura 14). O teste da fita-cola é observado ao microscopio
otico a uma ampliagao de |10x, percorrendo todos os campos da lamina. Estes ovos apresentam
caracteristicas especificas, pois assemelham-se a “graos de café”, possuem uma membrana

dupla transparente e um dos lados é visivelmente achatado. [56] [57]

Pagina | 43



Relatoério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas
Ana Patricia Alfaia Nunes

Figura 14- A: Teste de fita-cola; B: ovos de E.vermicularis

e Teste rapido para Giardia intestinalis e Cryptosporidium spp.

O teste rapido para Giardia intestinalis e Cryptosporidium spp. é feito em situagoes em
que exista uma suspeita de infegao por estes protozoarios, permitindo assim, uma procura
mais  direcionada. E utilizado o teste imunocromatogrifico  Immunocard
STAT!® Crypto/Giardia da Meridian Bioscience, que permite a detecdo de antigénios de G.
intestinalis e Cryptosporidium spp.. Primeiro € necessario diluir uma pequena porgao de fezes
em agua destilada e transferir 60 pL para um tubo de plastico fornecido com o kit. Neste
mesmo tubo devemos colocar 2 gotas de tampao, 2 gotas de conjugado que possui anticorpos
contra G. intestinalis e 2 gotas de conjugado que possui anticorpos contra Cryptosporidium spp.
De seguida, transfere-se toda a quantidade para o pogo teste da cassete e aguardam-selO
minutos para poder efetuar a leitura dos resultados. Se a amostra possuir antigénios de G.
intestinalis, uma banda preta ira aparecer na zona GIAR, se amostra possuir antigénios de
Cryptosporidium spp., uma banda preta ira aparecer na regiao CRYP, nunca esquecendo, que a

presenca da banda controlo é exigida para validagao do teste (Figura |5). [58]

OCONT
ecayp ——» Zona de detecao de Cryptosporidium spp.

®GIAR ————— > 7Zona de detecio de G. intestinalis

r OSPL

Figura 15- Teste Immunocard STAT!® Crypto/Giardia
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Pagina | 44



Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas
Ana Patricia Alfaia Nunes

I1l- Laboratorio de “Oncologia e

Ematologia”

O Istituto di Ematologia "Seragnoli” é responsavel pelo apoio ao diagndstico e tratamento
de doengas oncoldgicas e onco-hematoldgicas. Este instituto é acreditado pelo GITMO
(Grupo ltaliano de Transplante de Medula Ossea), sendo reconhecido como centro de
exceléncia para o estudo e tratamento de doengas hematoldgicas. Este setor esta sob a diregao
do Professor Michele Baccarani e um dos seus principais objetivos é o estudo laboratorial,
assim como o estudo biologico e caracterizagao de doengas hematoldgicas.

Este setor é composto por um laboratério de Citogenética, um laboratorio de Biologia
Molecular, laboratorio de Células Estaminais e Terapia Celular, laboratério de
Criopreservacao e Manipulagao de Células Estaminais, um laboratério de Imunologia e
Citofluorimetria e um laboratéorio de Hemocromocitometria e Quimica Clinica.

As doengas onco-hematoldgicas sao doengas neoplasicas que por poderem ter
diferentes alteragoes genéticas na sua génese necessitam de técnicas especializadas para as
diagnosticar, uma vez que, estas alteragoes tém um enorme impacto no decurso da doenga,
assim como na resposta terapéutica, por parte do doente. Neste laboratério sao utilizadas
técnicas de citogenética convencional e/ou FISH, imunofenotipagem e biologia molecular.

No setor de Citogenética tive a possibilidade de integrar o trabalho pratico e realizar
técnicas especializadas, tais como o bandeamento de Giemsa em amostras de sangue periférico
ou medula ossea, para o estudo do caridtipo, andlise de caridtipos por citogenética
convencional e/ou FISH, para detegao de diversas alteragdes cromossomicas, estruturais e/ou
numéricas. No setor de Imunologia tive contacto com a técnica de citometria de fluxo,
utilizada para identificagao de neoplasias, mas também como monitorizagao de doentes aos 3,
6, 9 e 12 meses apos o transplante de medula 6ssea. No setor de Biologia molecular, executei
técnicas de separagao leucocitaria no sangue, como a técnica de “Buffy-Coat” e a Técnica de
Ficoll-Paque, uma técnica de separagao de células monucleares do sangue periférico, que inclui

os linfocitos T, B, células NK e monécitos e que rejeita os granulécitos.
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IV- Laboratoério de Bioquimica

O departamento de Farmacia e Biotecnologia (FaBiT) da “Universita degli Studi di
Bologna” esta sob a diregao do Professor Santi Mario Spampinato e possui varios grupos que
promovem a investigagao na area da quimica e farmacia tecnoldgica, biomedicina, biotecnologia
e biologia molecular.

O grupo de investigagao de Bioquimica e Fisiologia Celular, Imagem Molecular e
Biossensores é coordenado pelo Professor Stefano lotti e pelo Professor Stefano Ferroni e
desenvolve estudos relacionados com o metabolismo do magnésio e do papel dos canais
ionicos e recetores transmembranares em diferentes processos fisiologico e fisiopatologicos,
com recurso a espectroscopia de fluorescéncia, microscopia de raios X, biologia molecular e
celular, microfluorimetria e eletrofisiologia.

A Professora Giovanna Farruggia, pertencente a este grupo, desenvolve com os seus
alunos de licenciatura em Biotecnologia Farmacéutica, estudos do impacto da molécula de
berberina em células de osteossarcoma (Saos), a nivel do ciclo celular, potencial de membrana

a nivel da mitocondria e formagao de espécies de oxigénio reativas.

V- Centro de Medicina Laboratorial

Germano de Sousa

O Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa de Lisboa é um laboratério
central composto por médicos patologistas clinicos, farmacéuticos e técnicos, formados nas
diversas areas da saide. E composto por 10 laboratérios e 500 postos de colheita, sendo o
responsavel pela resposta laboratorial que apoia o diagnéstico de diversas doengas, como pela
sua monitorizagdo e prognostico. Este laboratorio da resposta a diversas unidades

hospitalares, atendendo, diariamente, cerca de 5500 utentes a nivel nacional.

Pagina | 46



Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas
Ana Patricia Alfaia Nunes

Setor de Imunologia, Imunopatologia e

Autoimunidade e Imunoserologia

Este setor esta sob a coordenagao da Professora Doutora Maria José Rego de Sousa e
€ o setor responsavel pelo estudo de doengas autoimunes e gamopatias monoclonais,
apoiando o seu diagnostico, assim como a monotorizagao da terapéutica destas patologias.
Utiliza técnicas de eletroforese capilar para determinar o perfil eletroforético de proteinas,
imunofixagao/imunosubtragcio para o seu doseamento, técnicas de IFl e
imunoensaio fluoroenzimatico (FEIA). Na serologia, sao utilizados imunoensaios, tais como

ELISA que permitem a pesquisa de infegoes.

Eletroforese de proteinas

O perfil eletroforético de proteinas séricas é determinado em amostras de soro,
recorrendo ao instrumento automatico CAPILLARYS 2 da SEBIA, que faz a separagao das
moléculas de acordo com a sua mobilidade eletroforética, por eletroforese capilar. A
eletroforese capilar € uma técnica de separagao em meio liquido, na qual cada amostra € diluida
com tampao de diluicao e injetada no capilar, que contém um tampao de separagao. De
seguida, é aplicada uma voltagem no capilar, gerando uma corrente elétrica no seu interior, o
que vai gerar um fluxo eletrosmotico, permitindo a migragao das proteinas do anodo para o
catodo. Junto do catodo existe um detetor que permite a identificagao e quantificacao de cada
uma das fragoes de proteinas, de acordo com a sua absorvancia a um comprimento de onda,
na regiao do UV/ visivel. [59]

Este procedimento é um screening e permite a separagao de 6 fragoes distintas de
proteinas séricas (Figura 16):

- Albumina;

- al globulinas: al-antitripsina, al-glicoproteina acida, globulina ligadora de tiroxina
(TBG) e a- fetoproteina;

- a2 globulinas: a2-macroglobulina, haptoglobulina e ceruloplasmina;

- B1 globulinas: transferrina e ferritina;

- B2 globulinas: proteinas C3 e C4;
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- v globulinas: imunoglobulinas e Proteina C- reativa.
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Figura 16- Perfil eletroforético de proteinas séricas normal

A analise do perfil eletroforético das proteinas é usada para identificar e quantificar as
proteinas séricas, dando informagoes acerca da sua sintese e eliminagao. Diversas doencgas ou
estados clinicos podem estar associados a uma alteracao deste perfil eletroforético, como é o
caso da gravidez, que leva a redugao da fragao da albumina ou a doenga hepatica grave que se
traduz na reducao da fragao das al globulinas. Esta é a andlise solicitada para identificar e
monitorizar a producao de proteinas monoclonais, isto é a produgao em excesso de uma
determinada imunoglobulina, como é o caso do Mieloma Multiplo. Nesta situagao, é possivel

verificar através da andlise da fragao y, a existéncia de um pico monoclonal nesta zona. [60]

¢ Imunofixacdo por subtracao

A imunofixagdo por subtracdo permite detetar e identificar as componentes
monoclonais em amostras de soro, utilizando o instrumento CAPILLARYS 2 da SEBIA e o kit
CAPILLARYS IMMUNOTYPING, o qual contem anti-soros contra as cadeias pesadas IgG, IgA
e IgM e cadeias leves k e A. As amostras sao diluidas e posteriormente sao expostas aos anti-
soros, permitindo a sua ligagao as imunoglobulinas. Apos esta ligagao, o instrumento faz nova
eletroforese capilar das imunoglobulinas e deteta a diminuigao do respetivo pico, tanto a nivel
das cadeias pesadas como a nivel das cadeias leves, comparando-o com o perfil proteico de

referéncia (ELP) (Figura 17). [61]
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IgA 2 ! igM

Figura 17- Resultado de uma andlise, por imunosubtragdo, das proteinas séricas de um
doente com uma Gamopatia monoclonal do tipo cadeias pesadas IgG e cadeias leves k

e Eletroimunofixacio

A caracterizagao do pico monoclonal da regiao y no soro pode também ser feita
através de eletroimunofixacao (Figura |8) e é utilizada em situagdes em que imunofixagao por
subtragao apresenta resultados inconclusivos. Neste caso, utiliza-se o kit HYDRAGEL IF e o
instrumento HYDRASYS da SEBIA, que processa uma eletroforese das proteinas séricas, em
gel de agarose. Este instrumento faz, de forma automatizada, a fixagao, imunoprecipitagao e
incubagao dos anti-soros (contra as cadeias pesadas IgG, IgA e IgM e as cadeias leves k e A)
com as amostras. Os anti-soros irao ligar-se as imunoglobulinas, presentes no soro, levando
a formagao de complexos antigénio-anticorpo, que sao corados com violeta-acido, permitindo
a sua detegao, macroscopicamente. [62]

No caso de amostras de urina esta é a técnica privilegiada, permitindo detetar e
quantificar componentes monoclonais, nomeadamente a proteina de Bence-Jones,
caracteristica de doentes com Mieloma mdiltiplo. E feita uma eletroforese das proteinas da
urina, colhida em 24 horas, em gel de agarose. Para tal, é utilizado o kit HYDRAGEL URINE
PROFIL(E) e o instrumento HYDRASYS da SEBIA. Este instrumento faz a fixagao,
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imunoprecipitagao e incubagao dos anti-soros (contra as cadeias pesadas IgG, IgA e IgM e as
cadeias leves k e A, livres e ligadas) com as amostras. Estes anti-soros irao ligar-se as
imunoglobulinas presentes na urina, formando complexos antigénio-anticorpo, que sao
posteriormente corados com violeta-acido, permitindo a visualizagao e identificagao das

bandas, comparando-as com o ELP. [63] [64]

Figura 18- Resultado de uma andlise, por imunofixagdo, das proteinas séricas de um doente com uma
Gamopatia monoclonal do tipo cadeias pesadas IgG e cadeias leves k

¢ Pesquisa de bandas oligoclonais em LCR

Uma grande concentragao de proteinas no LCR pode indicar uma lesao na barreira
hematoencefilica ou produgao intratecal de imunoglobulinas, que se deteta pela presenca de
bandas oligoclonais, e que esta normalmente associada a doentes com Esclerose Multipla. [65]

Para a pesquisa de bandas oligoclonais, sao necessarias uma amostra de soro e uma
amostra de LCR, cuja colheita deve ser feita no mesmo dia. Em primeiro lugar, é realizado o
doseamento de IgG, nas duas amostras pelo método nefelométrico, utilizando o instrumento
BN ProSpec System da SIEMENS. Este método baseia-se na quantificagao de luz dispersada,
feita por um detetor que se encontra num angulo de 90°C. Apés este doseamento, diluem-se
as amostras com um diluente do kit HYDRAGEL 9 CSF ISOFOCUSING da SEBIA, de forma a
obter concentragoes de IgG semelhantes, em ambas as amostras. De seguida, utilizando o

instrumento HYDRASYS 2 SCAN FOCUSING, ambas as amostras sao submetidas a focagem
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isoelétrica em gel de agarose que possui um gradiente de pH, no qual os componentes das
amostras sao separados de acordo com o seu ponto isolétrico, isto é, param de migrar quando
atingem o pH no qual tém carga nula. Apos isto, € feita a imunofixagdo com um anti-soro
corado para IgG, o que vai permitir a visualizagao das bandas. A presenca de bandas IgG no
LCR, que nao se encontram no soro sao indicagao de producao de intratecal de

imunoglobulinas. [66]

Ensaio fluoroenzimatico (FEIA)

O ensaio fluoroenzimatico (FEIA) é executado no equipamento Immunocap 250 da
Thermo Scientific e é utilizado para apoiar o diagnostico e avaliar doengas autoimunes, através
da determinagao quantitativa de anticorpos, no soro. Este ensaio utiliza pogos revestidos com
antigénios especificos para um determinado anticorpo, que caso esteja presente na amostra
do utente iré ligar-se aos antigénios, formando um complexo antigénio-anticorpo. E adicionado
um segundo anticorpo anti- imunoglobulina humana, conjugado com a enzima [3- galactosidase,
que se ira ligar a este complexo. Por fim, é adicionado o substrato da enzima, o 4-
metilumbeliferil-B-D-galactosideo, que ao ser convertido origina um produto fluorescente, que
é posteriormente lido por um fluorimetro. [67]

Este instrumento é responsavel pela detegao dos seguintes anticorpos:

e Anticorpos anti-transglutaminase tecidular e anti-Gliadina

A transglutaminase tecidular é a enzima responsavel pelo catabolismo das proteinas do
gliten e os anticorpos anti-Transglutaminase tecidular (anti-tTG) sao especificos da doenga
celiaca, que se traduz na intolerancia ao gluten e que se manifesta pela inflamagao crénica do
intestino delgado. Os anticorpos IgA sao mais especificos e menos sensiveis, enquanto os
anticorpos IgG sao mais sensiveis e menos especificos. Contudo, uma vez que existem doentes
que apresentam uma deficiéncia de anticorpos IgA, é necessario fazer a quantificagao de ambos
os anticorpos para uma correta monitorizagao da doenca. A gliadina é uma fragao do gluten,
que ao ser desaminada pela transglutaminase tecidular, estimula uma resposta imunitaria nos
doentes celiacos. Os anticorpos anti-Gliadina sao anticorpos poucos especificos desta doenca,

mas sao muito Uteis na sua monitorizagao, ja que os titulos de anticorpos descem rapidamente,
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apos a eliminagao do gluten da dieta. Sao usados também, no apoio do diagnéstico em criangas

com idade inferior a 2 anos, pois muitas vezes, estas nao produzem anticorpos anti- tTG. [68]

e Anticorpos anti-cardiolipina e anti-p2-glicoproteina |

A cardiolipina € um fosfolipido e por isso faz parte da constituigao de todas as
membranas celulares. A presenga de anticorpos anti-cardiolipina pode ocorrer em situagoes
de abortos espontaneos de repeticao, Sindrome Antifosfolipidico (APS), Lupus Eritematoso
Sistémico (LES) e Tromboses Venosas ou Arteriais. A P2-glicoproteina | é um cofator
fosfolipidico, e os anticorpos contra esta glicoproteina, estao presentes em doentes com APS,

sendo mais especificos que os anticorpos anti-cardiolipina. [69]

e Anticorpos anti-CCP

A modificagao pos-traducional de proteinas que contenham aminoacidos de arginina
pode levar a formagao de residuos de citrulina. A presenca destes residuos pode dar origem
a formagao de compostos ciclicos- péptidos citrulinados ciclicos. Por se apresentarem sob a
forma ciclica, estes compostos apresentam o residuo de citrulina exposto, permitindo a
otimizacao da ligacao a anticorpos. Por esta razao e por serem anticorpos muito especificos
de doentes com Artrite Reumatdide (AR), a detegao de anticorpos contra péptidos
citrulinados ciclicos (anti-CCP) apoia o diagnostico desta doenca. Estes anticorpos podem
aparecer antes do quadro clinico estar instalado, podendo serem detetados, numa fase mais

precoce da doenga. [70]

e Anticorpos anti-dsDNA

Os anticorpos anti-dsDNA sao altamente especificos do LUpus eritematosos sistémico
(LES), uma doenga autoimune, na qual ocorre destruicio do tecido conjuntivo. Estes
anticorpos estao presentes em 80 a 90% dos doentes com LES e os niveis de anticorpos estao

relacionados com a atividade da doenga. [71]
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Imunofluorescéncia indireta (IFl)

A técnica de IFl é executada no equipamento Sprinter XL da EUROIMMUN, que é o
responsavel pela pipetagem automatizada das diferentes amostras, preparagao das laminas,
lavagens e incubagoes. Neste ensaio a amostra é colocada sobre um determinado substrato
que possui antigénios, aos quais se vao ligar os anticorpos presentes no soro do utente. De
seguida, adiciona-se um segundo anticorpo conjugado com fluoresceina, especificos dos
anticorpos humanos que vao permitir detetar a presenga de anticorpos, através da presenga
de fluorescéncia verde. A intensidade e o padrao de fluorescéncia, observados ao microscopio
de fluorescéncia, permitem oferecer um resultado qualitativo, isto &, positivo ou negativo ou
semi-quantitativo, expresso em titulo. Esta técnica é utilizada para detetar autoanticorpos, os
principais marcadores de doengas autoimunes e é utilizada para fazer o screening de detegao
de anticorpos anti-nucleares (ANA). Os ANA reagem com varios constituintes nucleares, tais
como acidos nucleicos, proteinas do nucleo e ribossomas e caso se obtenha um resultado
positivo quanto a sua presenca, investiga-se a presenga de outros autoanticorpos, utilizando
outros substratos. [72]

Os anticorpos pesquisados neste setor sao os seguintes:

e Anticorpos anti-nucleares (ANA)

O kit EUROPLUS ANA Mosaic 20A permite a detegao de mais de 30 padroes de
fluorescéncia nucleares, citoplasmaticos e mitoticos (Tabela |). Este mosaico consiste numa
lamina que possui células epiteliais humanas do carcinoma da laringe (HEp-2) e tecido de figado
de primata, o que permite a identificagio dos ANA, através do seu padrao de fluorescéncia
(Figura 19). A sua detecao é de extrema importancia para o diagnodstico de diversas doengas
autoimunes, das quais se destacam o Lupus Eritematoso Sistémico (LES), Doenga Mista do
Tecido Conjuntivo (MCTD), Artrite Reumatdide (AR), Sindrome de Sjogren (SS),
Esclerodermia (ES) e Cirrose Biliar Primaria (CBP). O substrato de Hep-2 permite identificar
o padrao de fluorescéncia, mas a positividade destes anticorpos é estabelecida apenas pela
fluorescéncia do tecido de figado de primata. Um titulo a partir de 1:160 é considerado um

resultado positivo e deve ser, sempre, integrado no contexto clinico de cada doente. [73]
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Tabela |- Padrées nucleares mais comuns

Padrao Antigénios . -
g. Doencas Associadas Descricao
Nuclear associados
LES = ancia h ,
uorescéncia homogénea
dsDNA LES, induzido por 2
i e regular em todo o
Homogéneo nucleossomas drogas
) g L nucleoplasma.
histonas Artrite |diopatica ) L
) Mitoses positivas.
Juvenil
SS-A/Ro , Fluorescéncia granular de
Sindrome de Sjogren i
Fino SS-B/La LES aspeto fino em todo o
Granular Mi-2 . nucleoplasma.
Dermatomiosite . .
Ku Mitoses negativas.
Laminas A, B e , .
Sindrome de Sjogren . ,
C Fluorescéncia homogénea
Membrana , LES . .
Proteinas . . com grande intensidade
nuclear ) . Artrites Seronegativas
associadas as da membrana nuclear.
laminas
Pontos grosseiros
. individualizados nas
Esclerose Sistémica {1ul eert
R . células em interfase e
Centromero CENP-A/B forma cutanea limitada
CBP concentrados na placa de
cromatina nas células em
mitose.
PM/Scl-75 Esclerose Sistémica Fluorescéncia difusa em
Nucleol PM/Scl-100 Sindrome de todo o nucléolo e
ucleolar - A A
Th/To Sobreposicao Esclerose auséncia de fluorescéncia

Sistémica/Polimiosite

Figura 19- Padrées de Fluorescéncia Nuclear em células HEp-2

5- Nucleolar

da placa metafasica.

- Homogéneo

2- Fino Granular
3- Membrana nuclear

4- Centromero

Fonte: “International Consensus on Antinuclear Antibody (ANA) Patterns (ICAP)”
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A detecao de anticorpos anti-mitocondria (AMA), anticorpos associados a CBP, pode também
ser feita no substrato de HEP-2 e o seu padrao de fluorescéncia caracteriza-se por pontilhados
concentrados na regiao perinuclear da célula e que se estendem em menor densidade para a

regiao do citoesqueleto (Figura 20). [74]

Figura 20- Padréo de fluorescéncia de AMA em células de HEp-2

Fonte: “International Consensus on Antinuclear Antibody (ANA) Patterns (ICAP)”

e Anticorpos anti-dsDNA

A positividade de anticorpos anti-dsDNA esta normalmente associada a doentes com
LES e a sua pesquisa ¢ feita com recurso a céulas de Crithidia lucilae, protozoarios flagelados
que possuem um cinetoplasto. Esta estrutura contém DNA que nao se encontra associado a

histonas e os anticorpos que reagem com este organelo sao anticorpos anti-dsDNA (Figura

21). [75]

Figura 21- Padrdo de Fluorescéncia de anticorpos anti-dsDNA

Fonte: Euroimmun
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e Anticorpos anti-citoplasma de neutroéfilos (ANCA)

Os ANCA s3o anticorpos contra enzimas existentes no citoplasma dos neutrofilos,
constituindo importantes marcadores nas glomerulonefrites progressivas e vasculites
(Granulomatose de Wegener, poliangeite microscopica e Sindrome de Churg-Strauss). A sua
identificagao é feita com recurso ao kit EUROPLUS Granulocyte Mosaic 25, que combina
varios substratos. Possui substratos de neutrofilos, de enzimas mieloperoxidase (MO),
proteinase 3 (PR3), HEp-2 + neutrdfilos e membrana glomerular basal (GBM). A detegao de
ANCA ¢ feita, utilizando substratos de neutrofilos fixados com etanol, o que permite
diferenciar dois padroes de fluorescéncia diferentes:

- Padrao citoplasmatico (CANCA): presenca de fluorescéncia granular homogénea no
citoplasma dos neutrdfilos e os nucleos sem fluorescéncia;

- Padrao perinuclear (pPANCA): presenca de fluorescéncia fina granular que rodeia os
nucleos dos neutrdfilos (Figura 22).

Os substratos que contém as enzimas permitem uma identificagao mais especifica do
antigénio alvo dos ANCA. No Sindrome de Churg-Strauss, os pANCA estao normalmente
associados a2 MPO, mas este padrao de fluorescéncia pode estar associado a outros enzimas
como a elastase ou a lisozima, enquanto na Granulomatose de Wegener, os cANCA estao
quase sempre associados a PR3. Padroes de fluorescéncia, atipicos, de ANCA podem estar
associados a outras doencas inflamatorias, tais como as glomerulonefrites, na qual os doentes
produzem anticorpos contra a GBM. Alguns padroes de fluorescéncia de ANA podem ser
semelhantes aos padroes perinucleares de ANCA e por esta razao € utilizado o substrato de
HEp-2 + neutrofilos. No caso de um resultado positivo de ANA, todos os nucleos das células
HEp-2 emitem fluorescéncia, enquanto que no caso de ANCA apenas os granulocitos emitem

fluorescéncia. [76]
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Figura 22- Padrées de Fluorescéncia de cANCA (1) e pANCA (2)

Fonte: "Liver Antibodies" (University of Birmingham)

e Anticorpos anti-mitocondria (AMA)

A detegao dos AMA ¢é realizada, utilizando o kit Liver Mosaic 8, constituido por 6
substratos: HEp-2, figado de primata, rim de rato, figado de rato, estomago de rato e
células provenientes da aorta toracica de embriao de rato (VSM47). A positividade destes
anticorpos € caracterizada por uma fluorescéncia citoplasmatica granular em todos os

substratos. [77]

e Anticorpos anti-musculo liso (ASMA)

Os ASMA estio normalmente associados a Hepatites Autoimunes tipo | e lll e sao
normalmente anticorpos contra a actina, sendo a sua detegao feita utilizando o kit Liver Mosaic
8. Os ASMA contra a F-actina reagem com o citoesqueleto das HEp-2, apresentando
fluorescéncia, a nivel desta estrutura (Figura 23-1) e no substrato de figado de primata ocorre
fluorescéncia a nivel dos canaliculos biliares (Figura 23-2). Em todos os 6rgaos, o estrato
muscular das artérias emite fluorescéncia (Figura 23-3) e no substrato de figado ocorre
fluorescéncia a nivel da veia porta (Figura 23-4). Apresentam também fluorescéncia a nivel da
tunica muscular, mucosa da lamina muscular e fibrilhas contrateis interglandulares no substrato
de estomago de rato (Figura 23-5). O substrato VSM47 reage muito especificamente,
apresentando uma fluorescéncia filamentosa tipo agulha, a nivel do citoesqueleto (Figura 23-

6). [78]
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Figura 23- Padrdo de Fluorescéncia de ASMA a nivel das HEp-2 (1), figado de primata (2), rim de rato (3),
figado de rato (4), estomago de rato (5) e VSM47 (6)

Fonte: Euroimmun

e Anticorpos anti-microssomais do figado e rim (anti-LKM)

Os anticorpos anti-microssomais do figado e do rim (anti-LKM) sao anticorpos contra
o citocromo P450, um grupo de enzimas que sao encontradas, principalmente no figado. Estes
anticorpos estao, normalmente, presentes em doentes com Hepatite Autoimune tipo Il e a
sua detecao é feita utilizando o kit Liver Mosaic |, apresentando fluorescéncia suave no
citoplasma dos hepatocitos a nivel do figado de rato e uma fluorescéncia granular a nivel dos

tubulos proximais no substrato de rim de rato (Figura 24). [79]

Figura 24- Padrdo de Fluorescéncia de anti-LKM a nivel do figado (1) e do rim de rato (2)

Fonte: Euroimmun
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e Anticorpos anti-célula parietal (PCA)

Os anticorpos anti-célula parietal (PCA) estao associados a anemia perniciosa e sua
detegao é feita em substratos de estdomago de primata. Um resultado positivo consiste na
observagao de fluorescéncia granular irregular, a nivel do citoplasma das células parietais, e
areas circundantes escuras. Contudo, por produzirem padroes de fluorescéncia semelhantes
aos AMA, os substratos devem ser, primeiro, tratados com um tampao de ureia-glicina durante
30 minutos. A ureia vai suprimir a fluorescéncia dos AMA, garantindo ao observador que a
fluorescéncia observada é referente exclusivamente aos PCA, evitando resultados falsos

positivos (Figura 25). [80]

Figura 25- A: Padrdo de Fluorescéncia de PCA em substrato de estbmago de primata com
tratamento de ureia (1) e sem tratamento de ureia (2); B: Padrdo de Fluorescéncia de AMA
em substrato de estbmago de primata com tratamento de ureia (3) e sem tratamento de
ureia (4).

Fonte: Euroimmun
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Setor de Hematologia e Hemostase

Este setor esta sob a coordenagao da Dra. Marta Prata e é o responsavel pelo
identificagao e monitorizagao de doengas hematologicas a nivel dos eritrocitos (anemias e
hemoglobinopatias), leucocitos e plaquetas (alteragoes quantitativas e qualitativas e alteragoes
da coagulagao).

Neste setor, acompanhei toda a rotina laboratorial, nomeadamente o processamento
de hemogramas, determinagao das velocidades de sedimentagao, avaliagao de
hemoglobinopatias, com recurso a eletroforese capilar, determinagao de grupos sanguineos,
doseamento da hemoglobina glicada e exames laboratoriais para avaliagao da hemostase. Para
além disso, fiz esfregagos sanguineos, coloragoes de medulas 6sseas e posterior observagao
microscopica. Participei ativamente na validagao técnica de resultados e na execugao dos
controlos didrios dos equipamentos, de forma auténoma. Acompanhei a validagao
biopatologica dos resultados, o que permitiu o contacto com diversas situagoes clinicas, como
anemias, neoplasias, hemoglobinopatias e doentes com deficiéncias na coagulagao. Tive ainda
a oportunidade de assistir a uma auditoria interna e de ter participado no processamento de

amostras de controlo externo de qualidade, do programa UK NEQAS.

Pagina | 60



Relatério de Estagio — Mestrado em Analises Clinicas
Ana Patricia Alfaia Nunes

VI- Conclusao

A experiéncia num hospital publico de referéncia e num laboratério privado, permitiu
constatar as diferengas, tanto a nivel de volume de trabalho como a nivel de metodologias
usadas. Este estagio permitiu o contacto com diversos profissionais da area, tais como
médicos, bidlogos e técnicos de analises clinicas. Tive oportunidade de trabalhar com uma
grande diversidade de técnicas especializadas, laboratorios de biosseguranga de nivel 3, equipas
de trabalho e de investigacao das diferentes areas.

Apesar de todos os problemas burocraticos e da impossibilidade de fazer a rotagao
laboratorial, em Italia, como tinha sido acordada, a experiéncia de estagio e de Erasmus
revelou-se extremamente enriquecedora. A area da Microbiologia foi bastante explorada, o
que permitiu o contacto com diversas técnicas laboratoriais e diversos agentes patogénicos,
nomeadamente, virus, bactérias e parasitas. Na area de hematologia e oncologia, tive contacto
com técnicas especializadas, nomeadamente citogenética convencional e FISH, citometria de
fluxo, e técnicas de separagao de globulos brancos do sangue total. A area da bioquimica, no
ambito de investigacao cientifica, permitiu o manuseamento de culturas celulares e tratamento
de dados com citometro de fluxo.

O Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa permitiu-me completar o meu
estagio, nas areas de Hematologia e Imunologia, permitindo a aquisicao de diversos
conhecimentos e uma melhor preparagao profissional. A darea da hematologia foi bastante
explorada, tendo um forte acompanhamento por parte dos técnicos e médicos patologistas,
tanto a nivel da validagao técnica como a nivel da validagdo biopatologica. Tive ainda
oportunidade de presenciar auditorias internas e de executar os controlos externos de
qualidade, o que permitiu maior contacto com a area de gestao de qualidade.

Na area de imunologia, executei, as diversas técnicas especializadas, o que permitiu a
aquisicao de novos conhecimentos na area da autoimunidade. Para além da execugao das
técnicas, acompanhei a observagao microscopica de fluorescéncia e a validagao biopatologica
dos resultados.

Com este estagio, tive o contacto com diversas equipas de trabalho e varios
profissionais das diferentes areas, que me proporcionaram um estagio diversificado e de

qualidade.
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