1

UNIVERSIDADE B

COIMBRA

Raquel Pires Costa

RELATORIO DE ESTAGIO
MESTRADO EM ANALISES CLINICAS

Relatorio de Estagio Curricular no ambito do Mestrado de
Analises Clinicas, orientada pela Professora Doutora Ana Miguel
Matos e pelo Dr. Joao Luis Pereira Vaz e apresentado a Faculdade

de Farmacia da Universidade de Coimbra.

setembro de 2023






UNIVERSIDADE B

COIMBRA

Raquel Pires Costa

Relatério de Estagio
Mestrado em Analises Clinicas

Relatério de Estagio Curricular no ambito do Mestrado de Analises Clinicas, orientada
pela Professora Doutora Ana Miguel Matos e pelo Dr. Joao Luis Pereira Vaz e
apresentado a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra.

setembro de 2023






Agradecimentos

Gostaria de agradecer a todas as pessoas que me acompanharam ao longo deste
percurso, todas de uma maneira ou de outra nunca me deixaram desistir nos dias

menos bons e sempre me incentivaram a seguir os meus objetivos.

A Professora Doutora Ana Miguel por todo o apoio, disponibilidade, prontidio e
sugestoes relativas a elaboragao do estigio e respetivo relatorio, nunca colocando

nenhum entrave.

Ao Dr. Joao Vaz por me transmitir todo o conhecimento e me auxiliar no

desenvolvimento do trabalho escrito e leitura do relatério.

A todas as minhas colegas de trabalho, Alexandra, Ana e Célia que estiveram sempre

dispostas a incentivar-me e aconselhar-me ao longo do percurso.

Aos meus pais e irmao por sempre demonstrarem orgulho em mim e nunca me

deixarem desistir.

Ao meu namorado, Rodolfo, por ter embarcado comigo nesta aventura, obrigada por

todo o todo o incentivo, paciéncia e compreensao.






Indice

AGradeCimENTOS. .....coiuiiiiiiiiiici e ii
Lista de ADIreViaturas........coceeiiiiiiiiieeieeeieeee et st s vi
INICE @ FIUIAS .....eoveoeeoeeceececte et s sttt s s ns st sees ii
INICE d@ TADEIAS ..ottt ettt naeeas iii
RESUMO ...ttt e b e st e st e bt e s se e san e e bt e s neenaneene s iv
[Tl oY [0 [ Ve YO TR PPUPROt 1
I.  Caraterizagao dos laboratorios de estagio........cccocereiiiiriiiiiiiciinec e, 2
[.I. Laboratério do Hospital Pediatrico (HP) ........cccconiiiiniiiiniiiiees 2
[.2.  Laboratério do Hospital Universitario (HUC) .........ccccooiiiiniininiininicceieieee 3
[.3.  Fases do Processo Analitico..........ccceiiriiiiiiiiniiiiinicn e 3
[.3.1. Fase Pré-Analitica.........iiiiiiissssssssnsssssssssssnns 3
[.3.2. FaS@ ANAIIICA...cucueeeceeeiceeecicintcteiectcie et tessee e se s ses bbbt stas 4
[.3.3. Fase POS-ANAlitiCa ... sssnssnns 4

1.4. Controlo de Qualidade Interno € EXterno........cccoovvviiiiiiiiiiii 5

2. HematolOoia ......ooviiiiiiiiii e 6
2.1, HEMAtOPOIESE ...ttt sttt ettt nane e 6
2.2, HEMOZIramMA . .couiiiiiiiiiiie ettt st s e s 7
2.2.1.  Eritrograma e Alteragoes eritroCitarias.........ooeeueereureureeeremsenceremeesessemsesesseseasesnes 8
22.2.  Leucograma e Alteragoes |@UCOCITANIAS ......ceuveurveeeueureeurireeereeseseeeaeeseesssseaeanens 10
2.2.3. Trombocitograma e Alteragoes plaquetares...........ccocececeeeeveurevccueencncerescnennenns I
2.24. Metodologias dos Contadores HematolOgicos.........ccocvueeeureneeeunenencereneuseneeunenes 12

2.3. Esfregaco de Sangue Periférico ........cooumiiniiiiiniiiiinieiceeeeee e 13
2.4. Velocidade de Sedimentagao .........ccccccuuriiiieiiiiiciiieeeee e e e r e e 13
2.5, HemMOSTaSE.......ociiiiiiiiiii 14
25.1.  Testes de avaliagdo da COAGUIAGAO .....c.ueucueeucerircreiecneirecreieeeeeseeeeese e seaens 15
BIOQUIMICA .. e 18

4. IMUNOIOZIA .....eiiiiiiiiieeeete ettt sttt st 20
MICrODIOIOZIA. ... eeiiiiiieeeee e 22

5.1.  Virologia — Biologia Molecular ...........ccccoiiiiiiiiieniiie e 24
5.1.1.  Virus com IMportancia ClNICa......ccceveeurereueurereurireeinireneesieaeeseessesesesstsesessssesessenes 24
5.1.2.  Teécnicas MOIECUIAres ..........cccoveerevcrerencrnieecriecte et sseesese e ssesesessaesanes 28
Detecao de Virus Neurotropicos em individuos com suspeita de infecao no SNC........... 34
CONCIUSAD ...ttt 44
BIblOZIafia ......eeeieeiiiiieeeee e e 45






Lista de Abreviaturas

ALT - Alaninina

Aminotransferase

AST - Aspartato Aminotransferase
BKYV - Virus BK

CHCM - Concentragao de
Hemoglobina Corpuscular Média
CHUC — Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra

CMYV - Citomegalovirus Humano
CQE - Controlo de Qualidade
Externo

CQI - Controlo de Qualidade Interno
DNA — Acido Desoxirribonucleico
EBV — Virus Epstein-Barr

EDTA - Acido Etilenodiamino
Tetracético

EUCAST - European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing

EV - Enterovirus

FSC — Forward Scatter

HAART - Highty Active Antiretroviral
Therapy

HBYV — Virus da Hepatite B

HCM — Hemoglobina Corpuscular
Média

HCYV - Virus da Hepatite C

HEYV — Virus da Hepatite E

HG - Hospital dos Covoes

HIV-1 — Virus da Imunodeficiéncia

Humana tipo |

HIV-2 — Virus da Imunodeficiéncia
Humana tipo 2

HHV-6 — Herpesvirus Humano tipo 6
HP — Hospital Pediatrico

HPeV — Parechovirus Humano
HSV-1 — Herpes Virus Simplex |
HSV-2 — Herpes Virus Simplex 2
HUC — Hospital Universitario de
Coimbra

INR - International Normalized Ratio
ISI - indice de Sensibilidade
Internacional

ITL — Anticoagulante Lupico

JCV —Virus John Cunningham

K2 - Dipotassico

K3 — Tripotassico

LCR - Liquido cefalorraquidiano
MALDI-TOF - Matrix-Assisted Laser
Desorption — lonization Time-of-Flight
PCR — Polimerase Chain Reaction
PDW - Platelet Distribution Width
QFA — Doseamento de Fibrinogénio
RBC — Red Blood Cell

RDW - Red Cell Distribution With
RET - Reticulocitos

RNA — Acido Ribonucleico

SFL — Side Fluorescence Light

SIDA - Sindrome da Imunodeficiéncia

Adquirida

Vi



SNC - Sistema Nervoso Central
SPC-CHUC - Servico de Patologia
Clinica do Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra

SSC - Side Scatter

TP — Tempo de Protrombina

TSA — Teste de Sensibilidade aos

Antibioticos

TTPa - Tempo de Tromboplastina
Parcial ativado

VCM - Volume Corpuscular Médio
VPM — Volume Plaquetar Médio
VS — Velocidade de Sedimentagao
VZV - Virus Varicella-Zoster



indice de Figuras

Figura |: Diagrama esquematico da hematopoiese e diferentes linhagens.................. 7
Figura 2: Diagrama esquematico simplificado da cascata da coagulagao, com
representagao da via intrinSeca € eXtriNSECaA. ... .vuutuueutinetetieetent et eeenenaieeneenne 14
Figura 3: Eletroforeses de proteinas séricas. A: Eletroforese com padrao normal; B:
Eletroforese sugestiva de cirrose hepatica (gamapatia policlonal); C: Eletroforese com
padrao inflamatério; D: Eletroforese sugestivo de paraproteinémia (gamapatia
MONOCIONal). ... .o 20
Figura 4: Intervalo temporal (janeiro de 2016 a fevereiro de 2023) das amostras de
LCR de suspeita de infegao do SNC...... .o 40
Figura 5: Poster intitulado “Detegao de virus neurotropicos em individuos com

suspeita de infegao No SNC ... e 43



indice de Tabelas

Tabela |: Parametros analisados no eritrograma, valores de referéncia e metodologias
utilizadas pelo Sysmex XN-1500.......cooiiiiiii e 8
Tabela 2: Parametros analisados no Leucograma, valores de referéncia num adulto
saudavel e metodologia utilizada pela Sysmex XN-1500................c.cooiiin 10
Tabela 3: Parametros analisados no Trombocitograma, valores de referéncia e
metodologia utilizada pela Sysmex XN-1500...........ccoiiiiiiiii I
Tabela 4: Aumentos dos parametros da fungao plaquetar e causas associadas.......... 17
Tabela 5: Equipamentos utilizados no setor de Bioquimica, parametros avaliados,
metodologias e amostras biologicas processadas............cooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 18
Tabela 6: Equipamentos utilizados no setor de Imunologia, metodologias, parametros
avaliados e amostras biologicas processadas...........coooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 21
Tabela 7: Familia Orthoherpesviridae, Subfamilia, Género, Espécie, Transmissao e Local
de Laténcia dos VIFUS......c.ouiniiniiiii i 25

Tabela 8: Familia Polyomaviridae, Género, Espécie, Transmissao e Locais de Laténcia dos

Tabela 9: Familia Picornaviridae, Género, Espécie e Genoma dos virus................... 27
Tabela 10: Familia, Género, Espécie, Transmissao e Laténcia dos virus causadores de
HeEPatites VIrais. . ... e 27
Tabela Il: Familia, Virus, Genoma e Transmissao e Laténcia dos virus causadores de
INfECOES MESPIrAtONIAS. . .. ettt e 28
Tabela 12: Distribuicao da amostragem de individuos com ou sem infegao viral (PCR)
pelos diferentes grupos etarios e respetiva prevaléncia............ccoveiiiiiniiienennen 39

Tabela 13: Virus detetados em amostras de LCR de individuos com suspeita de infegao



Resumo

O presente relatério de estagio tem como objetivo descrever as atividades
desenvolvidas nas areas de Hematologia, Bioquimica, Imunologia e Microbiologia ao
longo do periodo de estigio, dando maior énfase as areas de Hematologia e
Microbiologia.

O estagio curricular foi realizado no ambito do Mestrado de Analises Clinicas da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, tendo decorrido no Servico de
Patologia Clinica do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra. Durante este
periodo tive a oportunidade de conciliar as componentes tedricas e praticas e integrar
equipas multidisciplinares que trabalham em conjunto para dar o melhor resultado
possivel aos doentes.

Este documento é constituido por duas partes, a primeira referente a descri¢ao
dos estagios elaborados e uma segunda parte referente a um estudo retrospetivo,
intitulado “Detecao de Virus Neurotrépicos em individuos com suspeita de infecao no

SNC”.

Palavras-chave: Anailises Clinicas, Hematologia, Microbiologia, Virologia, SPC-

CHUC, Virus Neurotropicos, Infegoes do SNC.






Introducao

As Anilises Clinicas sao consideradas exames complementares de diagnostico e
terapéutica que desempenham um papel crucial na pratica clinica, fornecendo aos
clinicos informagoes importantes sobre o estado de satde do individuo e auxiliando no
diagnostico, monitorizagao e tratamento de varias patologias.

Os avangos cientificos e tecnologicos permitiram aumentar a diversidade de
andlises clinicas, originando uma medicina mais personalizada e rapida e uma melhor
compreensao da fisiologia humana.

O laboratério de Anadlises Clinicas desempenha cada vez mais, um papel
fundamental na medicina, mas para que esta evolugao e confianga por parte da
populaciao e dos clinicos continue é necessario garantir a qualidade e fiabilidade dos
resultados analiticos através da implementagao de sistemas de controlo da qualidade.

O Mestrado em Analises Clinicas surgiu como um projeto formativo de modo a
adquirir novos conhecimentos e a colmatar algumas lacunas como Técnica Superior de
Diagnéstico e Terapéutica.

O estagio curricular foi realizado no Servico de Patologia Clinica do Centro
Hospitalar e Universitario de Coimbra, que sendo um laboratério que relne vastas
areas de conhecimento permite conciliar as componentes tedrica e pratica. Durante o
periodo de estagio, orientado pelo Dr. Jodao Vaz e pela Professora Doutora Ana Miguel
Matos, tive a oportunidade de integrar e colaborar com as diferentes equipas nas areas
de Bioquimica, Imunologia, Hematologia e Microbiologia e ainda desenvolver um
trabalho na area da Virologia, intitulado “Detecao de Virus Neurotropicos em
individuos com suspeita de infecao no SNC”.

Das quatro areas onde realizei o estagio serao apenas abordados de um modo mais

aprofundado a Hematologia e a Microbiologia, mais concretamente Virologia.



|. Caraterizacao dos laboratorios de estagio

A caraterizagao geral do laboratério de estagio tem como objetivo fornecer
informagoes sobre a localizagao, funcionamento, e organizacao do laboratério e
recursos humanos associados.

O estagio laboratorial foi realizado no Servico de Patologia Clinica do Centro
Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC) estando este dividido em trés
unidades hospitalares, o Hospital Universitario de Coimbra (HUC), o Hospital
Pediatrico (HP) e o Hospital Geral dos Covoes (HG). O estagio foi realizado
maioritariamente no polo do Hospital Pediatrico e no polo do Hospital Universitario.

O servico é constituido pelo diretor clinico, o Dr. Fernando Rodrigues, e uma
equipa multidisciplinar de médicos patologistas, técnicos superiores de saude, técnicos

superiores de diagnostico e terapéutica, assistentes técnicos e assistentes operacionais.

[.1. Laboratério do Hospital Pediatrico (HP)

O laboratério do Hospital Pediatrico € constituido pela recegao, laboratério de
urgéncia/rotina (que engloba as areas de Bioquimica e Hematologia), laboratério de
Hematologia Molecular e laboratério de Virologia — Biologia Molecular.

Na recegao ¢é realizada a integragao e triagem no sistema informatico das amostras
bioldgicas provenientes de enfermarias do Hospital Pediatrico, dos outros polos (HUC
e HG), das maternidades Bissaya Barreto e Daniel de Matos ou outros hospitais.
Consoante o setor a que se destinam sao transportadas em mao ou pelo sistema
pneumatico até ao respetivo setor.

O laboratorio de urgéncia/rotina procede ao processamento de todas as amostras
pediatricas que envolvam Quimica e Hematologia.

Os laboratorios de Virologia — Biologia Molecular e de Hematologia Molecular
recebem amostras de todas as proveniéncias, consoante a analise pretendida.

Cada setor é composto por salas de trabalho e respetivas salas de validagao de

resultados.



|.2. Laboratério do Hospital Universitario (HUC)

O laboratério do Hospital Universitario situa-se no Edificio Sao Jeronimo, sendo o
polo principal e o que recebe maior fluxo de amostras bioldgicas.

O laboratoério é constituido pela sala de colheitas, sala de espera, Corelab (engloba
os setores de Bioquimica e Hematologia) e setores de Microbiologia e Imunologia.

Na sala de colheitas sao realizadas aproximadamente 300 flebotomias por dia e
rececionadas amostras de urina, fezes ou expetoragao. Os tubos e contentores de
colheita sao devidamente identificados com um cédigo de barras que identifica o nome
completo, numero de processo do utente, data de realizagao da colheita e nimero da
amostra bioldgica, as quais sao entregues no Corelab em mao.

No Corelab é realizada a recegao, integragao, triagem e distribuicao das amostras
pelos diferentes setores. Para além da sala de colheitas, as amostras advém das
enfermarias do Hospital Universitario, dos outros polos (HP e HG), das maternidades
Bissaya Barreto e Daniel de Matos ou outros hospitais. O Corelab é constituido por
uma cadeia automatizada que encaminha as amostras para os diferentes equipamentos
das areas de quimica e hematologia para que as amostras sejam processadas com a

maior rapidez e eficiéncia.

O sistema informatico, Clinidata XXI, é utilizado por todo o Servigo de Patologia
Clinica para facilitar a troca de informagdes entre polos, sejam informagoes clinicas de

cada utente, pedidos de anilises ou rastreabilidade de amostras.

|.3. Fases do Processo Analitico

|.3.1. Fase Pré-Analitica
A fase pré-analitica é uma etapa fundamental no processo analitico devido a elevada
percentagem de erros associados a colheita, transporte e preparagao das amostras
biologicas, sendo a primeira fase do processo analitico.
Antes da realizagao da colheita de sangue é importante verificar a identificagcao dos
dados pessoais do utente e dos parametros a analisar, na eventualidade de ser
necessario requisitos especificos, nomeadamente, jejum ou a realizagio de uma

determinada dieta.



Durante a flebotomia é importante seguir o Manual de Boas Praticas Laboratoriais,
de acordo com os requisitos do Manual de Boas Praticas para que niao ocorra
interferéncia na qualidade da amostra, sendo fundamental respeitar a ordem de
colheita dos tubos. A ordem inicia-se pelo tubo gel com ativador de codgulo, citrato de
sodio, heparina e por fim, o tubo de acido etilenodiamino tetra-acético tripotassico
(EDTA K3).

A identificagao das amostras biologicas é sempre realizada por um técnico superior
de diagnostico e terapéutica na presenga do doente, sendo verificadas as condigoes das
amostras e atribuido a cada amostra um codigo de barras alfanumérico como referido
anteriormente.

O transporte, recegao, integracao e triagem de amostras, assim como a colocagao
das mesmas na cadeia automatizada (polo HUC) ou no sistema pneumatico (polo HP).
Deste modo, é importante observar as condi¢oes de transporte, a adequagao do
contentor e amostra a analise pretendida, verificar a existéncia de coagulo em

amostras com anticoagulantes, entre outros

[.3.2. Fase Analitica
A fase analitica baseia-se no processamento analitico, sendo fundamental os
equipamentos serem sujeitos a manutengoes e controlos internos para fornecerem

resultados o mais fidedignos possiveis ao utente.

|.3.3. Fase Pos-Analitica
A fase pods-analitica é a terceira e Ultima fase do processo analitico onde ocorre
uma validagao técnica para verificar se os resultados obtidos se encontram corretos,
no caso de haver discrepancias a amostra € novamente analisada. Posteriormente, €
realizada uma validagao biopatologica realizada pelo clinico com base na clinica e

historial clinico do utente.



| .4. Controlo de Qualidade Interno e Externo

O Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra sendo um centro de referéncia
utiliza controlos internos e externos para avaliar o desempenho dos equipamentos e
metodologias, de modo a garantir a fiabilidade e reprodutibilidades dos resultados

analiticos.

O Controlo de Qualidade Interno (CQI) é um controlo intra-laboratorial, que
tem como objetivo verificar possiveis erros sistematicos ou aleatorios para melhorar a
precisao dos resultados laboratoriais. Geralmente sao utilizadas preparagoes com

concentragoes conhecidas do analito que possuem varios niveis de concentragao.

O Controlo de Qualidade Externo (CQE) é um controlo inter-laboratorial
que se baseia na andlise de amostras biologicas enviadas ao laboratorio por entidades
externas a este. Tem o intuito de avaliar a exatidao dos métodos analiticos utilizados
no laboratério em comparagao com outros laboratérios que utilizam as mesmas
metodologias.

A Patologia Clinica participa em varios programas de CQE, nomeadamente,
National External Quality Assessement Schemes (NEQAS) e Randox Internacional Quality

Assessement Schemes (RIQAS), entre outros.



2. Hematologia

A hematologia dedica-se ao estudo do sangue e patologias associadas, incluindo a
analise das células sanguineas, do sistema hematopoiético e da hemostase. (1) O
estudo hematolédgico € indispensavel no diagndstico, monitorizagao, tratamento e
prevencao de doengas hematologicas como anemias, leucemias, linfomas, mielomas e
distrbios de coagulagao.

Deste modo, é muito importante conhecer os valores de referéncia de individuos
saudaveis tendo em atengao o facto de estes se alterarem consoante o género, idade
ou etnia.

No servico de urgéncia/rotina do HP o hemograma é realizado no contador
hematoodgico Sysmex XN-1500 de modo automatico acoplado ao moédulo SP50 que
realiza os esfregacos de sangue periférico em todas as amostras, pois o fluxo de

amostras é reduzido.

2.1. Hematopoiese

A hematopoiese é o processo pelo qual as células hematopoiéticas formam
diferentes células sanguineas maduras, sendo a medula 6ssea o principal local onde
este processo ocorre a partir dos 6/7 meses de gestagao e durante a infancia e vida
adulta.

A hematopoiese inicia-se a partir de células tronco pluripotentes também
denominadas “stem cells”, estas células sofrem mitoses e originam em cada divisao uma
célula-tronco (autorrenovagao celular) e uma célula com capacidade de se diferenciar
numa das diferentes linhagens celulares (diferenciagao celular), sendo este processo
regulado por fatores de crescimento e citocinas.

Durante a diferenciacao celular as “stem cells” originam células tronco
multipotentes, os progenitores hematopoiéticos, que podem ser de linhagem mieloide
ou linfoide. Os progenitores de linhagem mieloide permitem a formagao de eritrocitos,
granulocitos (neutrofilos, eosindfilos e basofilos), mondcitos e plaquetas (Figura 1). Os
progenitores de linhagem linfoide originam os linfocitos (Figura 1).

A regulagao da hematopoiese pode variar consoante as necessidades do
organismo. Assim, a medula pode promover o aumento de hematopoiese em situagoes

fisiologicas, como o crescimento durante a infancia e gravidez ou situagoes patologicas,



nomeadamente, hemorragias, anemias, infe¢oes e doengas hematologicas (leucemias e

mielofibrose).
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Figura I: Diagrama esquemdtico da hematopoiese e diferentes linhagens. Adaptado(2).

2.2. Hemograma

O hemograma é um exame complementar de diagndstico que permite avaliar
qualitativamente e quantitativamente as células sanguineas consoante o seu tamanho e
complexidade morfologica. Este exame € o mais solicitado nos laboratérios de
hematologia, devido a facilidade de realizagao associado a um reduzido volume de
amostra e a possibilidade de obter informagoes relativas a hemostase e hematopoiese
do doente(24).

O exame deve ser realizado numa amostra de sangue total colhida em tubo com
anticoagulante EDTA-K3, pois este sendo quelante de Cilcio (iao necessario no
processo de coagulagao) inibe a formagao do coagulo sanguineo através da formagao
de complexos irreversiveis calcio-EDTA(I).

O hemograma simples refere-se apenas a contagem de leucocitos totais, plaquetas,
eritrocitos e quantificagao dos indices eritrocitarios no sangue total. O hemograma

com leucograma permite uma analise mais detalhada, fornecendo uma contagem

7



diferencial dos diferentes tipos de leucécitos. Deste modo, este exame pode ser

dividido em trés partes: eritrograma, leucograma e trombocitograma.

2.2.1. Eritrograma e Alteracdes eritrocitarias

Eritrograma

Os eritrécitos sao células maduras em forma de disco biconcavo e sem nucleo,
resultantes do processo de eritropoiese. Este processo é regulado pela hormona
eritropoietina que ¢ sintetizada principalmente nas células renais(2).

O eritrograma ¢ a parte do hemograma que avalia os eritrocitos fornecendo nao
s6 informagoes sobre a contagem de eritrocitos e doseamento da concentragao de
hemoglobina, como também obtém os indices hematimétricos através de calculos para

auxiliar na caraterizagao dos eritrocitos, descritos na Tabela |.

Tabela |: Parametros analisados no eritrograma, valores de referéncia e metodologias utilizadas pelo

Sysmex XN-1500 (4)

Eritrograma

Contagem de eritrocitos Homem: 4,5 — 5,9 x10'%/L
(RBC - Red Blood Cell Count) Mulher: 4.0 — 5.2 xI10'%/L

Homem: 13.5 - 17.5 g/dL
Hemoglobina Método de Sulfato Lauril de Sédio
Mulher: 12.0 — 16.0 g/dL

Homem: 41 — 53 %
Hematocrito Impedancia com Focagem Isoelétrica
Mulher: 36 — 46 %

Impedancia com Focagem Isoelétrica

Volume Corpuscular Médio H Heri
5 80 - 100 fL (fentolitros) VCM = —omatoerito
(VCM) Numero de Eritrécitos
Hemoglobina Corpuscular H lobi
8 P 26 — 34 pg (picogramas) HCM = — o8 o?ln? :
Média (HCM) Numero de Eritrécitos
Concentracio de
H lobi
Hemoglobina Corpuscular 31 -37 g/dl HCM = M
Hematocrito

Média (CHCM)

indice de Variacio

Eitrocitaria (RDW - Red Cell 11.5-15.0%

Distribution With)

Reticulocitos (RET) 25— 105 x10°/L Citometria de Fuxo

RDW= (Desvio padrao dos volumes

dos eritrécitos/VCM) x100



Alteracdes eritrocitarias

Alteragoes nos parametros eritrocitarios devem ser avaliados principalmente em
criangas, idosos e gravidas devido a elevada incidéncia de anemia nestas populagoes.

A anemia é caraterizada pela diminuicao da concentragao de hemoglobina, que
sendo a proteina responsavel pelo transporte de oxigénio, afeta a capacidade de
transporte de oxigénio aos tecidos do organismo, originando sintomas e
eventualmente complicagoes.

O valor de hemoglobina associado aos indices hematimétricos auxiliam na
classificagao das anemias em microciticas, normociticas ou macrociticas, de acordo
com os valores de VCM e em hipocromicas ou normocrémicas, com base nos valores
de HCM (3,5).

As anemias microciticas, hipocromicas geralmente estao associadas a deficiéncias
de ferro, talassémias, anemia sideroblastica ou intoxicagao por chumbo. As anemias
normociticas, normocromicas sao causadas por anemias hemoliticas, hemorragias
agudas ou doengas renais. Por fim, a anemia macrocitica é comum em situa¢oes de
anemia megaloblastica (associada a défice de vitamina Bl2 e acido félico), doenga
hepatica, alcoolismo e hipotiroidismo.

O RDW também ¢ util neste contexto fornecendo informacdes relativas a
variagdo do tamanho dos eritrocitos (anisocitose). Consequentemente, um RDW
elevado indica uma variagao no volume dos eritrocitos em circulagao, geralmente
associado a anemia microcitica por défice de ferro.

Os reticulécitos sao o Ultimo estadio antes do eritrocito maduro e apresentam
restos de acido ribonucleico (RNA) e organelos. Em situagoes de anemia, a resposta
reticulocitaria expectavel resulta num aumento de reticulécitos no sangue periférico
consequente ao aumento de eritropoietina que induz a medula &ssea a produzir
eritrocitos. Contudo, ha fatores que diminuem a resposta reticulocitaria normal, como
por exemplo, doencas da medula o6ssea, deficiéncia de ferro e nefropatia (falta de
eritropoietina) (2).

Deste modo, a contagem de reticulocitos permite avaliar a capacidade da medula

ossea produzir eritrocitos e auxiliar no diagnodstico e etiologia da anemia.



2.2.2. Leucograma e Alteracdes leucocitarias

Leucograma

Os leucocitos incluem os neutrdfilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos e basofilos.
Estas células estdo envolvidas na imunidade inata e adquirida do organismo
desempenhando fungoes de defesa do mesmo contra agentes externos.

O leucograma é a analise quantitativa dos leucocitos, e em algumas situagoes é
relevante a realizagao da contagem diferencial de cada populagao leucocitaria (valor
absoluto e/ou percentagem), sendo fundamental esta anilise devido as diferentes

fungoes que as células desempenham na defesa do organismo (Tabela 2).

Tabela 2: Para@metros analisados no Leucograma, valores de referéncia num adulto saudavel e

metodologia utilizada pela Sysmex XN-1500.

Leucograma

Leucécitos 4.0 -10.0 x10°/L
Neutrofilos 2.0-7.0 x10%/L
Linfocitos 1.0 - 3.0 x10%/L
Citometria de Fluxo
Monédcitos 0.2-1.0xI10%L
Eosinofilos 0.02 — 0.5 x10°/L
Baséfilos 0.02 - 0.1 x10°/L

Alteracoes leucocitarias

Na avaliagado do leucograma € importante ter em atengao as carateristicas
fisiologicas do individuo, gravidez, género e idade.

A condicao mais frequente é a leucocitose caraterizada pelo aumento de
leucocitos em circulagao. Em oposigao, a leucopenia é a diminuicdo do nimero de
leucocitos no sangue periférico. Para compreender qual a possivel causa de tais
acontecimentos é importante realizar a contagem diferencial de leucocitos.

A neutrofilia, aumento do nimero de neutréfilos é associada a infecoes
bacterianas, estados inflamatdrios, hemorragias agudas, gravidez, stress e doencgas
mieloproliferativas. No entanto, a neutropenia é sugestiva de infegao ou doengas

autoimunes.
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A linfocitose, aumento de linfocitos em circulagio é comum em infegoes virais,
doengas linfoproliferativas e reagoes de hipersensibilidade. A monocitose, aumento do
numero de monodcitos, esta associada a infegoes virais ou fungicas e doengas
autoimunes.

A eosinofilia estda frequentemente associada a reagdes alérgicas ou doengas
parasitarias e a basofilia a alergias, leucemias e doengas inflamatorias cronicas.

Por vezes, podem ser detetados pelo equipamento leucocitos imaturos, os quais
ndo devem aparecer no sangue periférico em condigoes fisiologicas normais. Estes
leucocitos imaturos sao frequentes em situagoes de sépsis ou neoplasias como,
leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide cronica, leucemia linfocitica aguda e

sindromes mielodisplasicos ou mieloproliferativos.

2.2.3. Trombocitograma e Alteracdes plaquetares

Trombocitograma

As plaquetas sao fundamentais para avaliar a hemostase do organismo. A
hemostase € um mecanismo que mantém a integridade vascular e preserva a
integridade da circulagao limitando a perda de sangue.

O trombocitograma é parte do hemograma que realiza a analise das plaquetas em
circulagao no sangue periférico, sendo fundamental estudar a contagem total de
plaquetas assim como outros parametros, nomeadamente, volume plaquetar médio
(VPM) e coeficiente de variagao de plaquetas (PDW - Platelet Distribution Width) (Tabela
3).

Tabela 3: Pardmetros analisados no Trombocitograma, valores de referéncia e metodologia

utilizada pela Sysmex XN-1500.

Trombocitograma

Contagem de Plaquetas 150 - 450 x10°/L
Volume Plaquetar Médio
85-120fL Impedancia com Focagem
(VPM)
Isoelétrica
Coeficiente de variacao de
02-045%

plaquetas (PDW)
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Alteracdes plaquetares

As alteragoes no nimero de plaquetas sao de elevado interesse clinico, pois
elevado numero de plaquetas (acima dos valores de referéncia) estao associados a
diversas situagoes que podem aumentar o risco trombético, nomeadamente, infegoes,
hemorragias, cirurgias e traumas, leucemia mieloide crénica e aguda, policitémia vera,
entre outras patologias. Em oposicao, a diminuicao do numero de plaquetas esta
associada a um aumento do risco de hemorragia, causada por situagoes de

quimioterapia, alcoolismo, farmacos e coagulagao intravascular disseminada.

2.2.4. Metodologias dos Contadores Hematologicos

O equipamento Sysmex XN-1500 utiliza a metodologia de impedancia com
focagem isoelétrica, citometria de fluxo e método de sulfato lauril de sédio (5,6).

O método da impedancia com focagem isoelétrica ou principio de Coulter
carateriza-se pela medigao de alteragoes de voltagem aquando da passagem das células
uma por uma através de um campo elétrico, sendo estas previamente diluidas numa
solugao isotodnica salina com condutividade elétrica. O nimero de impulsos gerados
causados pelas alteragoes na voltagem, é diretamente proporcional ao numero de
células que atravessam o campo elétrico e a amplitude do impulso permite detetar o
tipo de célula, eritrécito ou plaqueta(6). O hematocrito € determinado com base neste
método, baseando-se na amplitude cumulativa do impulso provocado pelos eritrocitos
e sendo considerado um volume percentual relativo de eritrocitos (4).

O método de sulfato de lauril de sodio € um método colorimétrico utilizado para
determinar a concentracao de hemoglobina na amostra. Deste modo, o equipamento
utiliza um reagente que lisa os eritrécitos e de seguida adiciona sulfato lauril de sédio
que se liga 2 hemoglobina e forma um complexo corado. Este complexo atravessa um
feixe de luz e é detetado pelo equipamento através da medicao da absorvancia. A
absorvancia do complexo é diretamente proporcional a concentragao de hemoglobina
presente na amostra (6).

A citometria de fluxo é outra metodologia utilizada pelo equipamento para
contagem e diferenciagao de leucécitos. Esta técnica utiliza um primeiro reagente que
lisa os eritrocitos e plaquetas e um segundo reagente que aumenta a permeabilidade
dos leucécitos a entrada de fluorocromos que se ligam ao material genético das
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células, DNA ou RNA. Posteriormente, é emitido um laser semicondutor a 633nm
(comprimento de onda) que incide sobre a amostra e consoante trés angulos,
dispersao de luz frontal (FSC), dispersao de luz lateral (SSC) e fluorescéncia lateral
(SFL), identifica as varias células sanguineas através de diagramas de dispersao que
compara os angulos a pares (6).

A dispersao de luz frontal avalia o tamanho celular, a dispersao de luz lateral avalia
a estrutura celular e a fluorescéncia lateral fornece informagdes relativamente a

concentragao de material genético presente no interior da amostra(6).

2.3. Esfregaco de Sangue Periférico

O esfregaco de sangue periférico permite avaliar a morfologia, tamanho e nimero
de células por observagao ao microscopio otico. Este possui elevado interesso clinico
no diagndstico de patologias ou monitorizagaio de doentes com patologias
hematologicas.

Por norma, é solicitado um esfregago quando os resultados do hemograma estao
anormais ou quando ha suspeita de agregados plaquetares ou leucdcitos imaturos.
Contudo, apesar de ser sempre realizado o esfregago como referido anteriormente, a
sua observagao apenas é realizada pelo patologista de servigo do polo HUC.

O modulo SP50 realiza o esfregago e a coloragao de May-Griinwald-Giemsa que
permite observar as estruturas basoéfilas em tons azulados e as estruturas acidofilas em

tons arroxeados.

2.4. Velocidade de Sedimentacao

A velocidade de sedimentacao (VS) € um exame que sugere informagdoes sobre o
estado inflamatério do doente ou auxilia na monitorizagao de uma doenga inflamatoria.

A VS mede a velocidade de sedimentagao dos eritrocitos no plasma durante o
periodo de uma hora. A velocidade depende dos eritrocitos que sao carregados
negativamente e da concentragao plasmatica de proteinas que siao carregadas
positivamente, levando os eritrocitos a depositarem-se mais rapidamente na presenga

de proteinas.
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Este exame utiliza uma amostra de sangue total colhida em EDTA-K3 que é
realizado no equipamento VESMatic Cube 30, este realiza a homogeneizagao da

amostra e aguarda 28 minutos para que ocorra a deposigao dos eritrocitos.

2.5. Hemostase

A Hemostase é um processo fisiologico e complexo que mantém a integridade
vascular e evita hemorragias, através do equilibrio entre a formagao e dissolugao do
coagulo. Este processo é regulado por trés fases, hemdstase primaria, hemostase
secundaria e fibrindlise.

A hemostase primaria inicia-se com a formagao do trombo plaquetar no local de
lesao vascular, incluindo a vasoconstricao, adesao e agregagao das plaquetas em
associagao com o fator Von Willebrand. A hemostase secundaria é o processo de
formagao do coagulo de fibrina, através da ativagao da cascata da coagulagao onde
ocorre a ativagao sequencial de proteinas circulantes, os fatores de coagulagao,
formando complexos que culminam na formagao de trombina, indispensavel para a
transformacao de fibrinogénio em fibrina (Figura 2). Por fim, a fibrindlise na dissolugao

do coagulo através da digestao da fibrina pelo plasminogénio.

Intrinsic

Extrinsic

Common i Xa | Va |i<€---

Fitrn'ﬂ]—» Fibrin polymer —3= E:ra?ig-rlilgked

Figura 2: Diagrama esquemadtico simplificado da cascata da coagulagdo, com representacdo da via intrinseca e

extrinseca(5).
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Os testes de coagulagao sao de grande importancia pois avaliam a fungao
plaquetar e fatores de coagulagao, auxiliam no diagnostico de coagulagao intravascular
disseminada e deficiéncia vascular, efetuam um controlo terapéutico de anticoagulantes
e por fim, avaliam a fungao hepatica pois os fatores (protrombina, V, VIll, X e
fibrinogénio) sao sintetizados no figado.

Os principais parametros analisados sao os tempos de coagulagao, nomeadamente
o Tempo de Protrombina (TP) e Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa) que
avaliam o tempo necessario para a formagao do codagulo de fibrina. As principais
alteragoes destes parametros e respetivas causas podem ser observadas na Tabela 4.
No entanto, neste laboratoério sao ainda avaliados outros parametros, nomeadamente,
doseamento de Fibrinogénio (QFA), Anticoagulante Lapico (ITL), D-Dimeros, Tempo
de Trombina/Tempo de Reptilase e pesquisa de défices de fatores da cascata da
coagulagao.

Para realizar estes parametros deve utilizar-se plasma colhido em tubo de citrato
de sodio, pois sendo o citrato um anticoagulante nao ocorre a formagao do coagulo e
deste modo todos os intervenientes da cascata da coagulagao estao disponiveis (apos
centrifugacao) no plasma para serem avaliados. Todos os exames sao realizados no

equipamento ACL TOP 550 da Werfen.

2.5.1. Testes de avaliacao da coagulacao

Tempo de Protrombina

O tempo de protrombina baseia-se na medicao do tempo de coagulagao na
presenca de uma concentragao otima de tromboplastina avaliando a via extrinseca.

Neste exame ¢é utilizado um reagente que possui na sua composicao fator
recombinante de tecido humano em associagio com fosfolipidos sintéticos,
tromboplastina e ides calcio que ativam a via extrinseca da cascata da coagulagao.
Assim, este tempo avalia os fatores Il, VI, X, fibrinogénio e fator V e auxilia na
monitorizagao de terapéuticas com anticoagulantes orais através da utilizacdo do

International Normalized Ratio (INR).
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O INR ¢é calculado pelos laboratorios para diminuir as diferengas entre as
metodologias e reagentes utilizados nos diferentes equipamentos. Esta formula utiliza o
indice de Sensibilidade Internacional (ISI) fornecido pela casa comercial.

INR = (TP doente/TP individuos saudaveis) "

Tempo de Tromboplastina Parcial ativada

O TTPa avalia o tempo de coagulagao, apods ativagao dos fatores de contacto,
isto &, através da via intrinseca e comum. Este teste utiliza um reagente com ativador
de contacto, fosfolipidos, tampao e calcio proporcionando uma superficie de contacto
ideal para o inicio da cascata da coagulagao.

Deste modo, o TTPa permite a detecao de défices de fatores, nomeadamente, V,
VI, X, X, Xll, protrombina e fibrinogénio e a monitorizagao de doentes sob

terapéutica anticoagulante com heparina.

Doseamento de Fibrinogénio

O fibrinogénio é doseado através da adicio de plasma diluido com elevada
concentragao de trombina para quantificar o tempo de coagulagao resultante. O
tempo da formagao do coagulo é inversamente proporcional a concentragao do
fibrinogénio, sendo o seu aumento um marcador Util na avaliagio de doengas

hepaticas, quadros inflamatorios e coagulacao intravascular disseminada.

D-Dimeros
Os D-Dimeros sao os produtos de degradagao da fibrina. Geralmente, estio
aumentados em eventos trombdticos ou coagulagao vascular disseminada, podendo

ser util também na monitorizacao de terapéuticas trombaoticas.

Anticoagulante Lupico

O anticoagulante lupico sao autoanticorpos produzidos pelo sistema imunologico
contra fosfolipidos e proteinas associadas a eles. Na pesquisa deste autoanticorpo
utiliza-se dois testes, um teste de screening, denominado teste do veneno de vibora de
Russel e um teste confirmatdrio caso o primeiro teste seja negativo, denominado teste

de silica.
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O Anticoagulante Lupico esta aumentado em situagoes de inflamagoes, doentes

HIV positivos e casos de Lupus Eritematoso Sistémico.

Tempo de Trombina/Tempo de Reptilase

Os tempos de trombina e reptilase avaliam a formagao de fibrinogénio em
fibrina, sendo o primeiro afetado pela heparina e o dltimo nao, pelo que é utilizado
como confirmatério. Geralmente, estes testes sao solicitados durantes transplantes,
sendo realizadas colheitas e posteriormente analisadas antes, durante e apds a

realizagao do transplante para monitorizar o processo de coagulagao.

Pesquisa de défices de Fatores

Os fatores da cascata da coagulagao sao pesquisados com recurso a um plasma
deficiente no respetivo fator que se pretende pesquisar. Se o plasma do doente possuir
o fator em causa havera corregao dos tempos de coagulacao, se tal nao se verificar o
doente apresenta défice do respetivo fator.

Os fatores XlI, Xl, IX e VIl apenas estao envolvidos na via intrinseca, o fator VII
apenas esta envolvido na ativagao da via extrinseca e os fatores X, V e protrombina
estao associados as duas vias fazendo parte da via comum.

Quando ha défice de fator VIl provavelmente o diagndstico € Hemofilia A, no

caso de défice de fator IX o diagnostico é a Hemofilia B.

Tabela 4: Aumentos de pardmetros que avaliam a funcdo plaquetar e causas associadas.

TP 1 Deficiéncia de fatores: Il, V, VII, X

(normal: 10 a 14 segundos) Anticoagulantes orais

TTPa? Deficiéncia de fatores: II, V, VIII, IX, X, XI, Xl
(normal: 25 a 37 segundos) Grandes transfusoes

Tratamentos com heparina
TPeTTPa1 Deficiéncia de fatores: I, V e X

Hepatopatia grave

Anticoagulantes orais

Coagulagio Intravascular Disseminada
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3. Bioquimica

A bioquimica ¢ a ciéncia que se dedica ao estudo de parametros laboratoriais que
permitem avaliar a fungao renal, hepatica, pancredtica, cardiovascular, lipica e equilibrio
eletrolitico. Os parametros quimicos permitem acompanhar o estado de saude do
utente em situagoes de diagnostico, tratamento, pré e poés-operatorio e consultas de
acompanhamento de patologias (“follow-up”).

O laboratério de urgéncia/rotina onde se insere o setor de bioquimica do polo HP
receciona amostras de soro colhidas em tubo gel com ativador de coagulo, plasma
colhido em tubos de heparina-litio e transportados em gelo, liquido cefalorraquidiano
(LCR), urina 24 horas, sumarias de urinas e contentores de fezes.

As amostras de soro e plasma sao centrifugadas a 2000 rotagoes por minuto (rpm)
durante |0 minutos e colocadas no equipamento Allinity ¢ ou Allinity i consoante a
andlise solicitada (Tabela 5). As amostras de LCR sao também centrifugadas para

doseamento de glicose, lactato, cloro e proteinas.

Tabela 5: Equipamentos utilizados no setor de Bioquimica, par@metros avaliados, metodologias

e amostras biolégicas processadas.

Parametro Metodologia Amostra Biolégica

e Amodnia Espectrofotometria Plasma  (tubo de
e Lactato heparina-litio)

e Albumina Espectrofotometria Soro

e AST e ALT

e Gama-GT

e Fosfatase Alcalina
e Bilirrubina
Allinity c * Glicose
e Azoto ureico
o Creatinina
o Proteinas Totais
e Colesterol, LDH e
HDL
e Triglicerideos

e Lactato desidrogenase

e Paracetamol
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e Proteinas Totais Espectrofotometria
e Creatinina
e Microalbuminuria

e Sédio, potassio, cloro, Potenciometria

calcio
e Procalcitonina Quimioluminiscéncia
Allinity i
e Ferritina
e Sumaria de urina Fotometria de
AutionMax e o ) .
e Anilise do sedimento refletdncia, Microscopia
SediMax
urinario
e Teste de gravidez Imunocromatografia

¢ Drogas de abuso

o Pesquisa de acucares
redutores

o Teste de sulfitos

Testes rapidos

e Mononucleose
infeciosa

e Pesquisa de virus Imunocromatografia
gastrointestinais
(Norovirus e

Rotavirus)

Urina

Soro
Urina

Soro

Urina

Soro

Urina

Fezes

Sendo estas amostras na sua grande maioria amostras pediatricas € importante ter

em atengao que por vezes as colheitas podem ser dificeis, seja por maus acessos

venosos ou dificuldade em estabilizar a crianga. Como consequéncia, as amostras

podem surgir hemolisadas, havendo um aumento nos valores séricos de potassio, LDH

e ferro.

As andlises menos frequentes, quando solicitadas pelo clinico sao enviadas para o

laboratério do polo HUC para serem realizadas.
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4. Imunologia

A imunologia baseia-se na avaliagdo da resposta imunolégica do organismo com o
intuito de diagnosticar infegoes ou patologias associadas ao sistema imunologico.

A eletroforese de proteinas séricas (proteinograma) é um dos exames mais
solicitados, principalmente quando existem alteragoes significativas nas proteinas totais.
O proteinograma baseia-se na separagao das fragoes das proteinas séricas (albumina,
al-globulinas, a2-globulinas, B2-globulinas e y-globulinas) por eletroforese capilar. O
intuito deste exame é detetar a presenca de bandas clonais que podem estar

aumentadas em diversas situagoes como as exemplificadas na Figura 3.

A X °
- Globulins
= , ¥ — T
E oy op B 4 ) T
<
Tt "Q.|g§*—lg5 Hepatic cirrhosis
Ig (“polyclonal gammopathy”)

Normal pattern

l ! "M

| Paraprotein
“Immediate response pattern” (“monoclonal gammopathy”)

Figura 3: Eletroforeses de proteinas séricas. A: Eletroforese com padrdo normal; B: Eletroforese sugestiva de cirrose hepdtica
(gamapatia policlonal); C: Eletroforese com padrdo inflamatério; D: Eletroforese sugestivo de paraproteinémia (gamapatia
monoclonal). Adaptado (1)

No caso de haver um aumento acentuado em qualquer uma das globulinas,
principalmente nas y-globulinas, realiza-se uma imunofixagao no equipamento Hidrasys

2 (Sebia) para pesquisa e caraterizagao do tipo de imunoglobulina envolvida (IgG, IgA,
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IgM, IgD e IgE e cadeias leves kappa e lambda). O objetivo desta andlise é determinar a

patologia ou gamapatia policlonal ou monoclonal presente.

No setor de imunologia do SPC-CHUC, no polo HUC, sao utilizados varios

equipamentos para fazer as andlises imunologicas como descrito na tabela abaixo

(Tabela 6), sendo as amostras realizadas no equipamento Allinity processadas no

Corelab.

Tabela 6: Equipamentos utilizados no setor de Imunologia, metodologias, parametros avaliados e

amostras biolégicas processadas.

Equipamento
Capillarys 2 Flex Piercing
(Sebia)

Hidrasys 2 (Phadia)

Allinity (Abbott)

BN ProSpec (Siemens)

Optilite

Immuno Cap 250

(ThermoScientific)

Metodologia

Eletroforese capilar

Imunofixagio

Turbidimetria

Nefelometria

Turbidimetria

FEIA (Imunoensaio

fluoroenzimatico)

Parametros
Proteinograma de
proteinas séricas
Pesquisa e
caraterizagao de
bandas monoclonais
IgG, IgA, IgM, IgE, B2-
microglobulina, C3,
C4, Ceruplasmina.
Haptoglobina, al-
antitripsina, cadeias
leves livres k e A,
Subclasses

de IgG, ADNase, IgD
Complemento total
(CH50), Subclasses de
IgA, cadeias leves livres
KeA

IgE especifica, IgG
especifica alergénios,

Triptase

Amostra Biologica

Soro

Soro
Urina

Soro

Soro

Urina

Soro

Soro

Por fim, existem também técnicas manuais para detecao de complemento 2 e/ou

complemento 5 em amostras de soro por método de imunodifusido radial. O défice

destas proteinas esta relacionado com doengas autoimunes ou infe¢oes recorrentes.
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5. Microbiologia

O laboratério de Microbiologia desempenha um papel importante no diagnostico e
controlo de doengas infeciosas, as quais podem ser provocadas por uma ampla
variedade de microrganismos, entre eles, bactérias, virus, parasitas ou fungos.

O setor de microbiologia do SPC-CHUC é constituido por subsetores,
nomeadamente, bacteriologia, micobacteriologia, virologia, micologia e parasitologia.
Durante o periodo de estdgio tive a oportunidade de conhecer o funcionamento dos
subsetores de bacteriologia, micobacteriologia no polo HUC e de virologia no polo
HP.

A colheita e transporte de amostras biologicas para este setor deve ser realizada
com o maior cuidado de modo a garantir a qualidade da amostra, uma vez que esta
pode ser facilmente contaminada com a microbiota do doente na maioria das colheitas,
deve ser representativa do local de infecio e deve ser colocada num recipiente

adequado e estéril consoante o microrganismo que se pretende pesquisar.

Bacteriologia

A bacteriologia engloba o processamento de produtos biologicos com a finalidade
de identificar as bactérias causadoras de infecio em amostras de urina, fezes, sangue,
expetoragao, aspirado e lavado bronquico, zaragatoa da nasofaringe, exsudato e
aspirado de ferida, pus de abcesso, biopsia, exsudato vaginal e liquidos
cefalorraquidiano, sinovial, peritoneal e pleural. Por vezes, devido ao contacto de
proteses e pontas de cateter com os fluidos e tecidos corporais, estes podem também
ser processados.

Na generalidade das amostras e apos a sua recegao, € realizado um esfregago para
coloragao de Gram. O esfregaco permite avaliar a morfologia das bactérias e qualidade
da amostra, permitindo fornecer informacgoes e direcionar o estudo da infegao.

Posteriormente, é realizada a cultura das amostras (primoculturas) nos meios de
cultura preconizados pelo laboratério, tendo em atengao o tipo de amostra a ser
processada e a morfologia observada na coloragao de Gram. Estes meios de cultura
sao subsequentemente incubados a um tempo e temperatura de incubagao otimos

para o crescimento do microrganismo suspeito. Quando as amostras apresentam
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crescimento de mais que um microrganismo € necessario realizar o seu isolamento,
através da sua repicagem em novos meios de cultura.

Para realizar a identificagdo do microrganismo isolado o laboratério recorre a
metodologia de espectrometria de massa Matrix-Assisted Laser Desorption — lonization
Time-of-Flight (MALDI-TOF). Esta técnica utiliza uma matriz de absorg¢ao de luz que é
colocada sobre a coldnia pura, as quais sao sujeitas a feixe de luz de alta intensidade
que provocam a ionizagdo das proteinas presentes nos microrganismos. Os ides
formados sao submetidos a um campo elétrico e separados com base na sua relagao
massa/carga, gerando um perfil espectral carateristico do microrganismo em questao.
O perfil do microrganismo é comparado com a base de dados do software e geram-se
varias correspondéncias, pelo que o perfil espectral com maior correspondéncia
identifica o microrganismo presente na amostra.

Identificado o microrganismo é necessario realizar o teste de suscetibilidade aos
antibiéticos (TSA) para direcionar a melhor terapéutica possivel ao doente. Assim, a
sua interpretacao € realizada com base nas normas do European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) para avaliar se o microrganismo é

suscetivel ou resistente a determinado antibiotico.

Micobacteriologia

As micobactérias sao bacilos acido-dlcool resistentes do género Mycobacterium,
sendo a espécie mais comum a Mpycobacterium tuberculosis, responsavel pela
tuberculose. Esta micobactéria provoca infecio em individuos imuncompetentes e
imunodeprimidos (casos mais graves), afetando principalmente os pulmoes.

As amostras bioldgicas mais frequentes neste subsetor sao as amostras do trato
respiratério, como expetoracoes e aspirados broncoalveolares. Estas sao sujeitas a
coloragao de Ziehl-Neelsen modificada para observagao de micobactérias quando
presentes e semeadas em meio de cultura, como por exemplo, o meio de Lowenstein-
Jensen, onde as colonias de Mycobacterium tuberculosis apresentam uma morfologia
muito tipica. No entanto, antes de semear a amostra € necessario realizar a
descontaminagao e concentragao da mesma para nao haver interferéncia da microbiota
do trato respiratorio superior.

As micobactérias podem ainda ser identificas por técnicas de biologia molecular-.
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5.1. Virologia — Biologia Molecular

Os virus sao parasitas intracelulares obrigatorios que necessitam dos mecanismos
das células hospedeiras para a replicagao do seu material genético (DNA ou RNA) e
consequentemente produzir novos virus. Estes sao responsaveis por uma ampla
diversidade de doengas infeciosas, sendo fundamental compreender as suas vias de
transmissao e patogénese viral.

Os virus possuem tropismo para um determinado tipo de células que associado a
resposta do hospedeiro ditam a natureza das manifestagoes clinicas. Assim, a escolha
apropriada da amostra biologica para o diagnostico de infecao depende do tipo de
virus suspeito e do local anatomico afetado.

No laboratério de Virologia (polo HP) sao processadas varias amostras bioldgicas,
nomeadamente, plasma, urina, fezes, medula &ssea, LCR, humor aquoso, biopsias,
lavados broncoalveolares, zaragatoas de lesao, nasofaringeas, orofaringeas e genitais,
sendo apenas analisadas por técnicas de Biologia Molecular.

O plasma é a amostra bioldgica mais solicitada para andlise e deve ser colhido em
tubo gel com anticoagulante EDTA K2, a urina nao deve conter acido boérico e as

zaragatoas devem ser transportadas em meio de transporte virico.

5.1.1. Virus com Importancia Clinica

A relevancia clinica dos virus esta associada a sua capacidade de causarem doenga,
a qual pode variar dependendo do estado imunolégico do hospedeiro e da
epidemiologia do virus. Deste modo, ao eleger os métodos complementares de
diagnodstico, o laboratéorio tem em consideragao estes fatores para identificar e
compreender a presenga e o impacto destes agentes infeciosos.

O laboratério pesquisa virus de varias familias, nomeadamente, Orthoherpesviridae,
Polyomaviridae, Retroviridae, Hepadnaviridae, Flaviviridae, Hepeviridae, entre outras familias

que sao descritas de seguida.
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Familia Orthoherpesviridae

Todos os virus da familia Orthoherpesviridae, virus com envelope, de capside
icosaédrica e genoma de dsDNA, apos a infecao primaria persistem no hospedeiro

num estado de laténcia, podendo reativar-se e desencadear novas infegoes (Tabela 7).

Tabela 7: Familia Orthoherpesviridae, Subfamilia, Género, Espécie, Transmissdo e Local de Laténcia dos virus.

Subfamilia Género Espécie Transmissao Laténcia
Alphaherpesvirinae Simplexvirus Herpes simplex | Contacto com Ganglios
(HSV-|) mucosas ou Nervosos
Herpes simplex 2 locais da pele sensitivos

(HSV-2) lesionadas

Varicellavirus Virus Varicella-Zoster Inalagao de

(VZV) particulas virais

Betaherpesvirinae Cytomegalovirus Citomegalovirus Contacto com Leucocitos

Humano (CMV) fluidos corporais,
transfusoes ou
transplante de

orgaos

Roseolovirus Herpesvirus Contacto  com
Humano 6 (HHV-6)  saliva
Gammaherpesvirinae  Lymphocryptovirus = Virus  Epstein-Barr Contacto  com
(EBV) saliva ou objetos
contaminados

A detegiao dos virus CMV, EBV, HHV-6 é de grande importancia em casos de
imunossupressao, principalmente em recetores de transplante, uma vez que a infegao
pode levar a rejeicao do enxerto ou até complicagoes mais graves como encefalites ou
meningites.

A pesquisa de CMV e VZV é relevante em casos de infegao congénita durante a
gravidez, podendo levar a problemas no desenvolvimento do feto ou até a morte fetal.

Qualquer um destes virus associado a outra patologia ou imunossupressao

envolve elevada probabilidade de morbilidade ou mortalidade.

Familia Polyomaviridae

Os virus da familia Polyomaviridae sao virus sem envelope, de capside icosaédrica e
genoma de dsDNA (Tabela 8), sendo virus de enorme importancia em doentes

imunocomprometidos.
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Tabela 8: Familia Polyomaviridae, Género, Espécie, Transmissdo e Locais de Laténcia dos virus.

Género Espécie Transmissao Laténcia
Polyomavirus Virus BK (BKV) Nao esta bem Células epiteliais

documentada, no entanto tubulares

supde-se que pode ser renais(7)

através da via
respiratoria ou oral (7)

Virus John Cunningham Células

Suspeita-se que a
(Jcv) P . q progenitoras
transmissao ocorra por L
. hematopoiéticas,
entrada pela orofaringe

®)

linfocitos B,
células renais(9)

Familia Retroviridae

Os virus HIV-1 (Virus da Imunodeficiéncia Humana 1) e HIV-2 (Virus da

Imunodeficiéncia Humana 2) pertencem a familia Retroviridae, subfamilia
Orthoretrovirinae, género Lentivirus, sendo virus envelopados esféricos, com capside em
forma de cone truncado e genoma de ssSRNA com intermediario dsDNA (transcrevem
informagao genética de RNA para DNA).

Estes virus sao causadores de SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), no
entanto, apresentam algumas diferengas entre si, homeadamente, na genética, na
resposta ao tratamento, na distribuicao geografica e principalmente na patogénese
viral. O HIV-I é mais comum, os doentes possuem cargas virais mais elevadas e esta
mundialmente distribuido. O HIV-2 carateriza-se por cargas virais mais baixas
relativamente aos doentes HIV-1 e é endémico na Africa Ocidental, contudo a sua
prevaléncia em Portugal deve-se aos ex-combatentes de guerra quando do seu
regresso e a imigragao das regioes endémicas para Portugal, especificamente da Guiné-
Bissau (10).

Relativamente aos seus modos de transmissao, ambos incluem o contacto sexual
desprotegido, contacto com sangue contaminado e transmissao vertical.

A identificacao destes virus é de extrema importancia, pois permite direcionar o
tratamento mais adequado ao doente, melhorando a sua qualidade e vida e diminuindo

o risco de transmissao.

Familia Picornaviridae

Os virus da familia Picornaviridae sao virus desprovidos de envelope com capside

icosaédrica e genoma de RNA (Tabela 9). Geralmente, a transmissao ocorre por via
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fecal-oral ou respiratoria, podendo causar infegoes assintomaticas ou condigoes que
variam desde constipacoes e febre até infegoes graves no coragiao e sistema nervoso

central (1)

Tabela 9: Familia Picornaviridae, Género, Espécie e Genoma dos virus.

Familia Género Espécie Genoma
Picornaviridae Enterovirus Enterovirus Humano A, RNA
B,CeD
Rinovirus Humano RNA
Parechovirus Parechovirus Humano RNA

Familias Hepdanaviridae, Flaviviridae, Kolmioviridae, Hepeviridae

Os virus da Hepatite B, C, D e E pertencem respetivamente as familias
Hepdanaviridae, Flaviviridae, Kolmioviridae, Hepeviridae. Estes virus tém tropismo para os
hepatdcitos e podem causar hepatites virais (Tabela 10).

O virus da Hepatite A nao é realizado pois é um virus endémico em paises com

poucas condig¢oes sanitarias, nao tendo grande impacto clinico em Portugal.

Tabela 10: Familia, Género, Espécie, Genoma, Transmissdo e Tipo de infecdo dos virus causadores de

Hepatites virais.

Familia Género Espécie Genoma Transmissao Tipo de
infecdao
Hepadnaviridae = Orthohepadnavirus Virus da DNA Contacto com Hepatite
Hepatite B fluidos corporais Aguda ou
(HBV) infetados Cronica
Flaviviridae Hepacivirus Virus da RNA Hepatite
Hepatite C Contac.to com Aguda ou
(HCV) sangue infetado Crénica
Kolmioviridae Deltavirus Virus da RNA Contacto com Hepatite
Hepatite D fluidos corporais Cronica

(HDV) infetados

Hepeviridae Orthohepevirus Virus da RNA Ingestao de agua ou Hepatite
Hepatite E alimentos Aguda e

(HEV) contaminados. Na raramente

Europa, evolui para

principalmente cronicidade

através do consumo
de carne de porco e
javali mal cozinhados

27



Familias Adenoviridae, Coronaviridae, Orthomyxoviridae e Paramyxoviridae

Atualmente sao pesquisados varios virus respiratorios nomeadamente, Adenovirus
(B, C e E), Coronavirus, Virus Influenza, Virus Sincicial Respiratorio (RSV) entre outros

(Tabela 11).

Tabela I I: Familia, Virus, Genoma e Transmissdo dos virus causadores de infecdes respiratorias.

Familia Virus Genoma Transmissio
Adenoviridae Adenovirus B, Ce E DNA
Coronaviridae SARS-CoV-2 RNA
OC43 Aerossois com
NL63 , -
279E particulas virais
HKUI
Orthomyxoviridae Virus Influenza A RNA

Virus Influenza B
Paramyxoviridae Virus Sincicial Respiratério RNA

5.1.2. Técnicas Moleculares

5.1.2.1.1solamento e purificagio de Acidos Nucleicos

O isolamento de acidos nucleicos virais presentes nas amostras bioldgicas é
vulgarmente conhecido como “extragao”, sendo um método essencial para eliminar as
substancias que eventualmente podem interferir com a Polimerase Chain Reaction

(PCR), permitindo isolar os acidos nucleicos DNA e RNA virais.

Esta técnica baseia-se na afinidade das particulas de silica (carregadas
positivamente) pelos acidos nucleicos (carregados negativamente). Deste modo, a
extragao de acidos nucleicos virais passa por varias fases, nomeadamente a lise celular
para libertar o material genético, a ligagao das particulas de silica ao material genético

e posteriores lavagens sucessivas para que sejam eliminadas as restantes substancias.

Por fim, a purificagdo de acidos nucleicos utiliza um tampao de eluicio com
carateristicas ionicas que permitem separar os acidos nucleicos das particulas de silica,

resultando na libertagao e solubilizagao do material genético numa suspensao, o eluido.
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No laboratorio existem dois equipamentos o EZ-1 Advanced XL e o EZ2 Connect,
ambos da Qiagen que permitem a extragao e purificagdo de forma automatica dos

acidos nucleicos virais.

5.1.2.2. Amplificagao por PCR real time

Apos o isolamento e purificagio, os acidos nucleicos siao amplificados e
detetados por técnicas de PCR. Este procedimento permite amplificar de forma
exponencial sequéncias especificas de material genético, seja DNA ou cDNA (DNA
complementar), in vitro. O cDNA é o resultado da transcrigao inversa de RNA, sendo
neste caso, a reagao de amplificagao denominada de RT-PCR (Reverse Transcriptase -

PCR).

A PCR é um conjunto de reagdes ciclicas que consiste em trés etapas principais,
a desnaturagao, o annedling e a extensao. A desnaturagao € a etapa onde ocorre um
aumento de temperatura até aproximadamente 94°C, para que ocorra a separagao da
dupla cadeia de DNA. O annedling e extensao é onde ocorre uma diminuigao da
temperatura possibilitando a ligagdo dos primers e sondas a sequéncia alvo que se
pretende amplificar e a sintese de cadeias complementares, havendo um aumento de

temperatura até cerca dos 72°C.

A PCR real time é uma variante da PCR que permite visualizar a reagao a medida
que esta ocorre, devido a utilizagao de sondas que se ligam especificamente a cadeia de

DNA ou Syber Green que se ligam inespecificamente a dupla cadeia de DNA.

Existem varios tipos de sondas, entre elas, as sondas de hibridizagao, os molecular
beacons, os primers scorpion e as sondas de hidrélise (comercialmente designadas por
TagMan). As sondas de hidrolise sao as mais utilizadas no laboratério e o seu principio
baseia-se na utilizagio de uma sonda marcada com um fluorocromo, o Reporter, na
extremidade 5’, e uma molécula, o Quencher, na extremidade 3’. Na auséncia de
amplificacao do fragmento que se pretende detetar, a sonda permanece intacta e nao
existe emissao de fluorescéncia, uma vez que é inibida pelo Quencher. Quando ha
presenca do produto amplificado, a sonda é clivada pela enzima DNA polimerase e

ocorre separagao do Reporter e do Quencher, como consequéncia, a emissao de
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fluorescéncia pelo Reporter é captada e lida pelo equipamento. A fluorescéncia é

proporcional a quantidade de produto amplificado.

Neste laboratorio, esta € uma técnica utilizada para pesquisa de varios virus,
nomeadamente, CMV, EBV, BKY, HSVI/2, VZV, HHV-6, Adenovirus, Enterovirus, HIV-
I, HIV-2, JCV, Hepatite D e E, entre outros.

Os acidos nucleicos virais podem ser detetados em sistemas automaticos
fechados, como o Cobas 6800 (Roche Diagnostics) e o FilmArray Torch (Biomeriéux) ou
sistemas abertos, nomeadamente, os equipamentos CFX%6 System (Biorad), 7300 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) e 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)

que existem no laboratério e requerem intervengao do operador.

De modo a garantir a confianga dos resultados sao utilizados controlos, positivo
e negativo, e em alguns protocolos também se utiliza um controlo interno para avaliar

a eficacia da extragao e/ou amplificacao.

5.1.2.3. Sistemas automaticos

Cobas 6800 (Roche Diagnostics)

A detecdo e quantificagao das cargas virais de HBV, HCV, HIV-1, CMV, EBV e
BKV é um teste laboratorial que avalia a replicagao viral. Deste modo, é muito

importante para avaliar a progressao da infecao e a eficacia da terapéutica.

No laboratorio de Virologia, a detegao dos acidos nucleicos destes virus é
realizada no equipamento Cobas 6800 (Roche Diagnostics). Este equipamento é um
sistema fechado automatico que possui quatro médulos, nomeadamente, o modulo de
abastecimento de amostras, o modulo de transferéncia, o médulo de processamento e
o modulo analitico. A amostras entram no equipamento e sao pipetadas para placas de
processamento, assim como os controlos. De seguida, no médulo de processamento é
utilizado um reagente que provoca lise celular e aplicadas as particulas de vidro
magnéticas que se ligam aos acidos nucleicos das amostras. Posteriormente, sao
realizadas lavagens por meio da utilizagao de imanes. Por fim, o equipamento coloca
um tampao de eluicio de modo a obter os eluidos. Estes siao pipetados na placa de

amplificagcao e posteriormente ¢ adicionada a mastermix, sendo a placa transferida para
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o modulo analitico. O Ultimo médulo é onde ocorre a amplificagao e a detegao,
podendo ser utilizados simultaneamente até cinco canais de detegao diferentes,

permitindo a andlise de fluorescéncias em reagoes multiplex de PCR em tempo real
(12).
O equipamento Cobas 6800 utiliza trés controlos, negativo, positivo baixo e

positivo alto para cada tipo de virus analisado.

Painéis FilmArray (Biomérieux)

Os painéis FilmArray sao testes de diagnostico in vitro destinados a detegao e
identificacao simultinea de acidos nucleicos de bactérias, virus e fungos em amostras
respiratérias, gastrointestinais e LCR.

A metodologia baseia-se na utilizagdo de uma bolsa descartavel, que armazena
os reagentes necessarios para lise celular, extracio do material genético, purificagao e
amplificacao. A bolsa é colocada no equipamento FilmArray Torch, e este inicia a lise
celular com recurso a esferas magnéticas que efetuam uma lise mecanica das
membranas celulares e consequente purificagio de todos os acidos nucleicos
presentes na amostra através de um iman retratil que captura ou liberta as esferas
magnéticas durante as lavagens. Posteriormente, os acidos nucleicos purificados sao
misturados com os reagentes de PCR e ¢ iniciado o PCR nested multiplex.

Primeiramente, o equipamento efetua uma PCR multiplex e de seguida, efetua
uma nova PCR multiplex a partir dos produtos de amplificagao da primeira PCR.

Por fim, uma camara capta imagens de fluorescéncia emitida pelo corante
LCGreen Plus (incorporado nas cépias de DNA a medida que sao criadas durante o
ciclo de PCR) e verifica se existem sequéncias amplificadas para algum dos virus,

gerando um resultado.
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5.1.2.4. Teste de Resisténcia aos antirretrovirais para HIV-|

Um dos principais objetivos do tratamento para os individuos portadores de
HIV-1 é a supressao da replicagao viral, que consequentemente torna as cargas virais
indetetdveis e origina uma recuperagao imunologica, diminuindo as complicagoes

inerentes a infecao.

A terapia com farmacos antirretrovirais (cART — Combination Antiretroviral
Therapy) pretende inibir algumas etapas importantes do ciclo de vida do virus, sendo
utilizados farmacos inibidores da enzima transcriptase inversa (andlogos ou nao
analogos dos nucledsidos) inibidores da integrase, inibidores da protease ou inibidores
de fusao. O tratamento standard tem por base a administragao de dois analogos de
nucledsidos da transcriptase inversa e um nao analogo de nucledsidos ou um inibidor
da integrase. No entanto, muitas vezes estes firmacos nao tém o efeito desejado

devido as mutagoes virais que desencadeiam resisténcias aos farmacos.

O HIV-1 apresenta uma grande variabilidade genética, caracteristica que advém
da alta taxa de erros induzidos pela transcriptase inversa no momento da transcrigao,
pois esta enzima nao tem atividade exonucleotidica 3°-5", ou seja, nao possui a
capacidade de eliminar os nucleétidos incorporados incorretamente durante a
replicagao viral. Este facto associado a elevada taxa de replicagao do virus, leva a
formacao de quasispecies (variantes genéticas do virus). Estas mutagoes virais afetam
principalmente os genes que tém a funciao de codificar as enzimas do HIV, sendo as

enzimas o alvo principal da terapia antirretroviral.

A determinagao laboratorial de resisténcias é realizada através da sequenciagao,
por metodologia de Sanger, das regides codificantes das enzimas protease,
transcriptase inversa e integrase presentes no genoma do HIV. Esta técnica consiste na
sintese de cadeias complementares truncadas (terminagao da cadeia) a partir do
segmento de DNA de cadeia desconhecida, devido a utilizagago de uma DNA
polimerase com capacidade de incorporar 2'3’-didesoxinucleotidos (ddNTPs),
marcados com fluorescéncia. Estes sao analogos dos nucleétidos normais mas que nao
possuem o grupo OH na posicao 3, consequentemente, nao permitem a formagao de

uma ligagao com outro nucleétido, resultando numa cadeia truncada.

O procedimento inicia-se com o isolamento e purificagado do RNA viral, seguida
de transcrigao inversa e amplificagao por PCR. De seguida, realiza-se uma eletroforese
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em gel de agarose dos produtos da PCR, utilizando azul de bromofenol como corante
e um transiluminador para visualizar as bandas. A eletroforese é util para verificar a
existéncia ou nao de contaminantes e determinar a necessidade de diluicao das
amostras, através de comparagoes com o marcador de peso molecular. A diluicao

apenas ¢é realizada apos a purificagao com ExoSap.

Posteriormente, realiza-se uma purificagao enzimatica dos produtos de PCR
com ExoSap para remover excesso de primers e nucleétidos nao incorporados. Em
seguida, realiza-se a sequenciagao, com utilizagao de primers e ddNTP’s, que sao
incorporados aleatoriamente, produzindo segmentos de tamanhos diferentes. Por fim,
procede-se a purificagdo com isopropanol das sequéncias e a sua deteg¢ao automatica,
através de uma eletroforese capilar. A detecao faz-se no equipamento 3130 Genetic
Analyser, onde as amostras vao migrar do sentido negativo para o positivo, através de
um polimero. Cada base possui um fluorocromo que emite fluorescéncia a um
determinado comprimento de onda, diferente em todas as bases, e estas sao detetadas
por um laser, através dos fluorocromos incorporados. O equipamento procede a

“sequenciagao”, formando um grafico denominado eletroferograma.

A sequéncia obtida é posteriormente comparada com uma sequéncia de
referéncia do virus e, através de uma base de dados, a HIV database Standford University,
é gerado um relatorio que nos informa das mutagoes da sequéncia, bem como dos

niveis de resisténcia aos diversos farmacos.
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Resumo

Introducao

Os virus neurotropicos encontram-se entre os principais agentes etiologicos de
meningites e/ou encefalites infeciosas. Estas infecoes dependem da viruléncia do virus,
assim como do estado imunologico e idade do hospedeiro. O diagndstico imediato da
infegao é essencial devido a rapida progressao, associada a uma elevada taxa de

complicagoes neurologicas e mortalidade.

Objetivo
Avaliara prevaléncia de virus neurotropicos em diferentes grupos etarios, num hospital

de referéncia da regiao centro de Portugal.

Material e métodos

Foram testadas por PCR em tempo real, um total de 3562 amostras de LCR de
individuos com suspeita de infegao do SNC, colhidas entre janeiro de 2016 e fevereiro
de 2023. A detegao de acidos nucleicos foi realizada para varios virus neurotropicos,
nomeadamente, Virus Herpes Simplex (HSV) | e 2, Herpes Virus Humano 6 (HHV-6),
Virus Varicela-Zoster (VZV), Enterovirus (EV), Parechovirus Humano (HPeV) e

Citomegalovirus Humano (CMV).

Resultados
Os acidos nucleicos virais foram detetados em 7% (239/3561) das amostras de LCR.

Do total de amostras positivas, o virus que registou a maior prevaléncia foi o EV com
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35%, seguindo-se o VZV (28%), HHV-6 (14%), HSV-1 (10%), CMV (5%), HSV-2(4%) e
HPeV (4%).

Nos grupos etarios <2 Anos e 3-18 Anos o EV foi o mais prevalente. No grupo
populacional 19-65 Anos foram mais prevalentes o EV e o VZV. Na populagao
>65Anos foi mais prevalente a infegao por VZV, seguida de HSV-1e HHV-6.
Relativamente aos diferentes grupos etarios, na populagio <2 Anos foi encontrada
uma prevaléncia de infegao de 20%, na de 3-18 Anos de 13%, na de 19-65 Anos de 5%
e na >65 Anos de 5%.

Ao longo dos anos a testagem aumentou, a exce¢ao do ano 2020 que se manteve
constante e do ano 2023 que apenas existem dados referentes a 2 meses. No entanto,

nao se verificou um aumento da taxa de dete¢ao na mesma proporgao.

Discussdao e Conclusao

Os dados apontam uma predominancia de meningites/encefalites causadas por EV nos
grupos etarios <2 Anos, 3-18 Anos e 19-65 Anos. A elevada prevaléncia de EV na
populacao pediatrica pode estar relacionada com a transmissao fecal-oral e inalagao de
aerossois que facilmente ocorre nestas idades.

A prevaléncia de VZV encontrada para o grupo etirio >65 Anos pode estar
relacionada com a diminuicao da eficacia do sistema imunolégico.

A metodologia de PCR em tempo real permite um rapido diagndstico de

meningites/encefalites infeciosas melhorando o prognéstico clinico.
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Introdugao

As infegoes no Sistema Nervoso Central (SNC) sao uma emergéncia médica que exige
um diagnostico imediato devido a rapida progressao da infe¢ao, associada a uma
elevada taxa de complicagoes neurologicas e mortalidade. (13,14)

Os virus neurotropicos encontram-se entre os principais agentes etiologicos de
meningites e/ou encefalites infeciosas.

A meningite é definida como uma inflamagao das meninges caraterizada por febre, dor
de cabeca e rigidez do pescoco. A encefalite é a inflamagao do parénquima cerebral
associada a disfunciao cerebral com alteracio do estado mental. A meningoencefalite
envolve a inflamagao das meninges e do parénquima cerebral (13,15). Estas infe¢coes
dependem da viruléncia do virus e da sua capacidade de atravessar a barreira
hematoencefilica, da idade e do estado imunoldgico do hospedeiro, pois doentes
cronicos ou imunocomprometidos tém maior risco de desenvolver complicagoes mais
graves. (16,17)

O diagnostico destas infe¢oes envolve a analise de liquido cefalorraquidiano (LCR) por
reagao em cadeia de polimerase (PCR) em associagao com exames imagiologicos e a
avaliagao abrangente do historico do doente, nomeadamente, estado imunoldgico,
historia clinica, local de residéncia, viagens recentes.(15)

Os agentes virais mais comuns sao os da familia Orthoherpesviridae (HSV-I, HSV-2,
VZV, CMV e HHV-6), virus de DNA que estabelecem laténcia em diferentes células e
os da familia Picornaviridae (enterovirus e parechovirus)(I5).

Os virus herpes simplex (HSV) originam infegoes por HSV-1 que geralmente ocorrem
no inicio da infancia e manifestam-se principalmente como lesdes orais, enquanto o
HSV-2 esta associado principalmente a lesoes genitais associadas a atividade sexual. O
HSV esta distribuido mundialmente estando a sua reativagao associada a febres, lesoes,
exposi¢ao a radiagao ultravioleta, stress emocional, irregularidades hormonais e
alteragoes do sistema imunoldgico. (18)

O virus varicela-zoster (VZV) frequentemente causa infegoes na infancia (varicela)
estabelecendo laténcia nos ganglios sensoriais e podendo originar na idade adulta o
herpes-zoster, inclusive em individuos imunocompetentes. A disseminagao do VZV
ocorre por inalagao de aerossois de particulas virais, tendo este virus uma distribuicao

mundial. (13,18)
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O citomegalovirus humano (CMV) estd distribuido mundialmente, sendo que a
transmissao materna de CMV pode resultar numa infe¢ao congénita com sequelas
graves. A infecao do SNC por CMV em imunocompetentes é rara, no entanto, em
doentes imunocomprometidos comporta-se como um patogénico oportunista.

O virus herpes humano 6 (HHV-6) causa infegdo na maioria dos casos antes dos 2
anos de idade, no entanto casos graves de infe¢ado do SNC ocorrem principalmente
em individuos imunocomprometidos. Este virus tem uma distribuicao mundial. (13,19)
Os enterovirus e o parechovirus humano sao virus de RNA de géneros diferentes. No
entanto, em ambos os casos, a maioria das infecdes ocorrem em criancas devido a
transmissao por via fecal-oral ou inalagao de aerossoéis com particulas virais (13).

Em Portugal, as prevaléncias destas infe¢oes nao estao devidamente documentadas(|5).
Assim, é essencial compreender as prevaléncias em diferentes grupos etarios com o
objetivo de direcionar a pesquisa do agente viral, possibilitando a sua identificagio com
maior brevidade e instituindo o tratamento antiviral mais adequado, de modo a

melhorar o prognostico clinico.
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Material e Métodos

I. Amostragem

Este estudo baseou-se na obtengao de dados epidemioldgicos para realizagao de
uma analise retrospetiva no periodo compreendido entre janeiro de 2016 e fevereiro
de 2023 num hospital de referéncia da regiao centro de Portugal.

A amostragem incluiu 3562 amostras de LCR de individuos com suspeita de infegao
do SNC obtidas em contexto de urgéncia ou internamento hospitalar.

Os critérios de inclusaio compreenderam todos os individuos que manifestaram
sinais e/ou sintomas neurologicos.

Os dados foram obtidos a partir da base de dados do laboratorio e de forma

totalmente anénima.

2. Colheita e preparacao das amostras
A colheita das amostras foi realizada através de pungao lombar no doente, efetuada
por um clinico especializado. Subsequentemente, o LCR foi colocado num contentor

estéril e enviado ao laboratério para ser analisado.

3. Detecao e identificacdo de acidos nucleicos
Todas as amostras foram testadas por PCR em tempo real com recurso a painéis

multiplex BioFire® FilmArray® (bioMérieux) especifico para meningites/encefalites.

Foram pesquisados acidos nucleicos dos Virus Herpes Simplex (HSV) | e 2, Herpes
Virus Humano 6 (HHV-6), Virus Varicela-Zoster (VZV), Enterovirus (EV), Parechovirus
Humano (HPeV) e Citomegalovirus Humano (CMYV) (18,20).

4. Analise dos dados
Os dados foram organizados e submetidos a analise estatistica utilizando o
Microsoft Office Excel. A analise estatistica baseou-se na aplicagio de estatistica

descritiva.
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Resultados

Para uma amostragem total de 3562 amostras de LCR de suspeita de infe¢ao do SNC,
foram detetados acidos nucleicos virais em 7% (n=239) (Tabela 12).

Relativamente aos diferentes grupos etdrios, na populagio <2 Anos foi encontrada
uma prevaléncia de infecao de 20%, na de 3-18 Anos de 13%, na de 19-65 Anos de 5%
e na >65 Anos de 5%, representado na Tabela 2. Das 239 amostras positivas, 58,6%

eram de pacientes do sexo masculino.

Tabela 12: Distribuicao da amostragem de individuos com ou sem infeg¢ao viral (PCR) pelos diferentes

grupos etarios e respetiva prevaléncia.

Grupo Etario S/ Infecdo viral C/ Infegdo viral Total Pre\:'alén::ia de
(PCR) (PCR) infegao

<2 Anos 231 56 287 20%

3-18 Anos 235 35 270 13%

19 - 65 Anos 1658 89 1747 5%

> 65 Anos 1199 59 1258 5%

Total 3323 239 3562

Do total de amostras positivas, os virus que registaram maior prevaléncia foram os EV
com 35%, seguindo-se o VZV (28%), HHV-6 (14%), HSV-1 (10%), CMV (5%), HSV-2
(4%) e HPeV (4%) (Tabela 13).

Nos grupos etarios <2 Anos e 3-18 Anos os EV foram o agente viral mais prevalente.
No grupo populacional 19-65 Anos foram mais prevalentes o EV e o VZV.

Na populagao >65 Anos foi mais prevalente a infecao por VZV, seguida de HSV-I e
HHV-6 (Tabela 13).

Foram detetadas co-infegoes em 8 amostras, sendo na sua maioria infegoes HHV-6 e

EV.
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Tabela 13: Virus detetados em amostras de LCR de individuos com suspeita de infegaio no SNC.

Grupo Etario HSV-1 HSV-2 EV vzv HHV-6  HPeV CMV

<2 Anos 0 2 33 1 12 10 0
3-18 Anos 2 0 29 4 2 0 0
19 - 65 Anos 6 3 21 21 5 0 6
> 65 Anos 18 5 1 43 16 0 7
Total 26 10 84 69 35 10 13

(10%) (4%)  (35%) (28%) (14%) (4%)  (5%)

Ao longo dos anos a testagem aumentou gradualmente, a exce¢ao do ano 2020 que se
manteve constante e do ano 2023 que apenas existem dados referentes a 2 meses. No
entanto, nao se verificou um aumento da taxa de dete¢ao na mesma proporgao (Figura

4).

Figura 4: Intervalo temporal (janeiro de 2016 a fevereiro de 2023) das amostras de LCR de suspeita de

infecao do SNC.
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Discussao e Conclusoes

O presente estudo teve como objetivo investigar a prevaléncia de infecoes do SNC
causadas por virus neurotrépicos e a sua distribuicao pelos diferentes grupos etarios,
com base na andlise de amostras de LCR por metodologia de PCR em tempo real com
recurso a painéis multiplex BioFire® FilmArray®.

Os resultados demonstraram uma taxa de detegcao de acidos nucleicos virais de 7%
sugerindo uma relevancia clinica significativa. Este valor nao é inesperado, pois em todo
o mundo o agente etiologico de um nudmero significativo de infecoes no SNC
permanece desconhecido (I5).

Segundo os resultados obtidos, os enterovirus foram os agentes virais mais prevalentes
(35%) de todas as amostras positivas, estando este facto em concordancia com um
estudo prévio realizado nos EUA(15,17).

A distribuicao dos virus neurotropicos variou entre os diferentes grupos etarios. Nos
grupos etarios <2 anos e 3-18 anos, os enterovirus foram os mais prevalentes, o que é
consistente com a transmissao fecal-oral e a exposigao a aerossois, comuns em
ambientes escolares e creches (13). No grupo populacional 19-65 anos, além dos
enterovirus, o VZV também foi significativamente encontrado. Essa faixa etaria pode
refletir a ocorréncia de reativagao do VZV em adultos que podem levar a herpes-
zoster durante a vida adulta. Na populagao com mais de 65 anos, a infegao por VZV foi
a mais prevalente, seguida por HSV-1 e HHV-6. Esses resultados podem estar
relacionados ao processo de imunossenescéncia com consequente declinio da
imunidade neste grupo etario.

A utilizagao de painéis multiplex de PCR permitiu uma rapida obtengao dos resultados
com um reduzido volume de amostra, tornando-se uma ferramenta de diagnostico
muito util. Contudo, num estudo em norte americano, as taxas de detegao
aumentaram ao longo dos anos o que nao se verificou no presente estudo. Esta
diferenca pode ser devido a diferengas epidemioldgicas dos virus ou limitagoes do
presente estudo, nomeadamente, devido a falta de analise dos dados relativos a outros
virus causadores de infegoes no SNC como o EBV, JCV, entre outros.

Outras limitagoes referentes ao respetivo estudo devem ser consideradas, tais como, a
amostragem nao ser representativa de toda a populagao portuguesa, pois as amostras

sao de doentes de um Unico hospital.

41



Relativamente ao aumento da testagem ao longo do tempo, este pode dever-se as
melhorias de automagao e dos protocolos de PCR em tempo real para o diagnostico
de acidos nucleicos virais.

Ao longo dos anos a testagem aumentou gradualmente, a excegao do ano 2020 que se
manteve constante e do ano 2023 que apenas existem dados referentes a 2 meses. No
entanto, nao se verificou um aumento da taxa de detegao na mesma proporgao

Em conclusao, a compreensao das prevaléncias em diferentes grupos etarios é
importante para direcionar a pesquisa e identificagao do agente viral, de modo a obter
resultados mais rapidos e instituir a terapéutica antiviral mais adequada, visando a
reducao de complicagoes e mortalidade. Estudos adicionais sao necessarios para uma

melhor caracterizacao epidemioldgica dessas infe¢oes em Portugal.
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Publicacdo: Durante a elaboracao deste trabalho, foi ainda submetido e aceite na

forma de poster no Congresso “Pandemias na Era da Globalizagao e X Congresso

Nacional de Virologia” em maio de 2023 (Figura 5)

Figura 5: Poster intitulado “Detecao de virus neurotropicos em individuos com suspeita de infegao no

SNC”
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Introducéo

Os virus neurotrépicos encontram-se entre os principais
agentes etioldgicos de meningites e/ou encefalites
infeciosas. Estas infe¢des dependem da viruléncia do
virus assim como, do estado imunoldgico e idade do
hospedeiro. O diagndstico imediato da infegdo ¢é
essencial devido a rdpida progressdo, associada a uma
elevada taxa de complicagbes neuroldgicas e
mortalidade.

Objetivo

Avaliar a prevaléncia de virus neurotrépicos em
diferentes grupos etdrios, num hospital de referéncia da
regido centro de Portugal.

Metodologia

Foram testadas por PCR em tempo real, um total de
3561 amostras de LCR de individuos com suspeita de
infecdo do SNC, colhidas entre janeiro de 2016 e
fevereiro de 2023. A detecdo de acidos nucleicos foi
realizada para varios virus neurotrdpicos,
nomeadamente, Virus Herpes Simplex (HSV) 1 e 2,
Herpes Virus Humano 6 (HHV-6), Virus Varicela-Zoster
(vzV), Enterovirus (EV), Parechovirus Humano (HPeV) e
Citomegalovirus Humano (CMV).

Resultados

Os &cidos nucleicos virais foram detetados em 7%
(239/3561) das amostras de LCR. Do total de amostras
positivas, o virus que registou a maior prevaléncia foi o
EV com 35%, seguindo-se o VZV (28%), HHV-6 (14%),
HSV-1 (10%), CMV (5%), HSV-2 (4%) e HPeV (4%).

Nos grupos etdrios <2 Anos e 3-18 Anos o EV foi 0 mais
prevalente. No grupo populacional 19-65 Anos foram
mais prevalentes o EV e 0 VZV.

Na populagdo >65 Anos foi mais prevalente a infegdo por
VZV, seguida de HSV-1 e HHV-6.

Relativamente aos diferentes grupos etdrios, na
populagdo <2 Anos foi encontrada uma prevaléncia de
infecdo de 20%, na de 3-18 Anos de 13%, na de 19-65
Anos de 5% e na >65 Anos de 5%.

Prevaléncia de

Grupo Etario s/ Infegio €/ Infegéio Total

infegdo
<2 Anos 231 56 287 20%
3-18 Anos 235 35 270 13%
19-65 Anos 1658 89 1747 5%
> 65 Anos 1199 59 1258 5%
Total 3323 239 3562

Tatela 1. Preevalincia se infegdo nes d ferentes gups etirios.

Grupo Etario HSV-1 HSV-2 EV vzv HHV-6  HPeV My

<2 Anos 0 2 33 1 12 10 0
3-18 Anos 2 0 29 4 2 0 0
19 - 65 Anos 6 3 2, @ 5 0 6
> 65 Anas 18 5i 1 43 16 Q 7
Total 26 10 84 69 35 10 13
o (10%) @%)  (35%) (28%) (14%) (a%)  (5%)
Tabela 2: revokinca da nftacos por Upo devius da total e nfetsdas

Conclusdes

Os dados apontam uma predomindncia de

meningites/encefalites causadas por EV nos grupos
etarios €2 Anos, 3-18 Anos e 19-65 Anos. A elevada
prevaléncia de EV na populagdo pedidtrica pode estar
relacionada com a transmissao fecal-oral que facilmente
ocorre nestas idades. A prevaléncia de VZV no grupo
etirio >65 Anos pode estar relacionada com a
diminuigdo da eficacia do sistema imune.

A metodologia de PCR em tempo real permite um rapido
diagndstico de  meningites/encefalites  infeciosas
melhorando o prognéstico clinico.

ey ID:49

Pandemias na Era da Globalizagdo — 102 Congresso & VI Congresso Nacional de Virologia

Hotel Vila Galé Coimbra — 10, 11 e 12 de maio 2023
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Conclusao

O mestrado de Analises Clinicas demostrou ser um complemento fundamental
para o meu percurso laboral, despertando curiosidade e interesse por areas que até
entao tinha interesse.

No SPC-CHUC tive a oportunidade ver as realidades de dois hospitais de
referéncia, o HUC e o Hospital Pediatrico, que apresentam distintos fluxos de trabalho
e populagoes em estudo que querem diferentes acompanhamentos.

No laboratorio tive a oportunidade de observar a aplicagao de tecnologias
emergentes com consequente aumento da fiabilidade, reprodutibilidade e robustez dos
resultados. Contudo, apesar da automatizagao das técnicas € necessaria conhecer os
fundamentos teoricos para detetar e corrigir eventuais erros, assim como interpretar
os resultados com espirito critico, rigor, exatidao.

O periodo de estagio contribui para compreender as diferentes areas das
Analises Clinicas e da importancia de as correlacionar, de modo a garantir aos clinicos
a confianca nos resultados e o auxilio na tomada da decisio clinica, e também
compreender os profissionais de saude das areas de Andlises Clinicas necessitam de

acompanhar a constante mudanga e evolucao.
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