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Resumo

As doencas infeciosas sao disttirbios no corpo humano, provocados por agentes infeciosos ou por toxinas
por eles produzidas. Estas infecoes tém tido um impacto crescente e consequente preocupacao nas
populagdes a nivel mundial.

A reemergéncia e, principalmente, o aparecimento de novas doencas transmissiveis € um constante
desafio para a satide publica. Pelo facto, é importante a existéncia de instituicdes que atuam de forma
integrada nos sistemas de satide no combate das doencas infeciosas. O Centro Hospitalar Universitdrio
de Sao Jodo (CHUSJ), presta assisténcia em vdrias dreas clinico-laboratoriais, nomeadamente na area da
microbiologia classica e molecular, e é centro de referéncia para os distritos do Porto, Braga e Viana do
Castelo.

O presente relatdrio tem por base o estdgio decorrido num periodo de 4 meses, realizado no laboratdrio
de Biopatologia Molecular do CHUSJ. Tem como objetivo principal: desenvolver conhecimentos e
competéncias na vertente clinico-laboratorial nas tecnologias e metodologias utilizadas para o
diagndstico molecular de microrganismos infeciosos.

Na primeira parte deste trabalho serao descritas as atividades realizadas ao longo do referido estagio que
incluiu a participacao na rotina clinico-laboratorial de métodos e técnicas utilizados no diagndstico
molecular. Neste contexto, foram realizados os protocolos desde a preparacao de amostras, extracao de
acidos nucleicos, amplificacao, detecao e quantificacao. Na segunda parte, expde-se o estudo de caso
clinico, onde foi feita a detecao da Pneumocystis jirovecii a partir de amostras de sangue. Nesta seccao é
feita a caracterizacao do microrganismo, quanto a epidemiologia, morfologia e ciclo de vida,
manifestacoes clinicas, grupos de risco e as formas de diagndstico. Tendo por base a aplicacao das
técnicas de biologia molecular, foi explorada a possibilidade de detecao do microrganismo alvo, em
amostras de soro e os resultados foram comparados com os das amostras respiratdrias previamente
analisadas.

Conclui-se que o estdgio realizado foi muito importante e, os objetivos de aprendizagem foram cumpridos
através das atividades realizadas. O relato de casos de diagndstico clinico-laboratorial de pneumonia por
Pneumocystis jirovecii em amostras derivadas de sangue, ainda que tenha tido constrangimentos, é o
inicio de um estudo que merece ter continuidade, ja que podera ser um método mais rdpido e menos

invasivo para o diagndstico desta infecao.

Palavras-chave: Acidos nucleicos, PCR, Pneumocystis jirovecii, Soro



Abstract

Infectious diseases are disorders of the human body caused by an infectious agent or the toxins they
produce. These infections have had an increasing impact and consequent concern on populations
worldwide.

The re-emergence and, especially, the appearance of new communicable diseases is a constant challenge
for public health. Therefore, it is important to have institutions that act in an integrated way in the health
systems to fight infectious diseases. The Centro Hospitalar Universitario de Sao Joao (CHUS)), provides
assistance in several clinical and laboratory areas, namely in the area of classical and molecular
microbiology, and it is a reference center for the districts of Porto, Braga and Viana do Castelo.

The present report is based on the internship that took place over a period of 4 months, at the CHUSJ
Molecular Biopathology laboratory. Its main purpose is to develop knowledge and skills in the clinical and
laboratory side of the technologies and methodologies used for the molecular diagnosis of infectious
microorganisms.

The first part of this work describes the activities carried out during this internship, which included the
participation in the clinical and laboratory routine of methods and techniques used in molecular diagnosis.
In this context, protocols were performed from sample preparation, nucleic acid extraction, amplification,
detection and quantification. In the second part, the clinical case study is exposed, in which the detection
of Pneumocystis jirovecii from blood samples was performed. In this part, the microorganism is
characterized in terms of epidemiology, morphology and life cycle, clinical manifestations, risk groups and
forms of diagnosis. Based on the application of molecular biology techniques, the possibility of detecting
the target microorganism in serum samples was explored and the results were compared with those of
previously analyzed respiratory samples.

It was concluded that the internship performed was very important and the learning objectives were met
through the activities performed. The report of cases of clinical and laboratorial diagnosis of Pneumocystis
jirovecii pneumoniain blood-derived samples, despite the constraints, represents the beginning of a study
that is worthy of being continued, since it could be a faster and less invasive method for the diagnosis of

this infection.

Keywords: Nucleic acids; PCR, Pneumocystis jirovecii, Serum



Résumé

Les maladies infectieuses sont des troubles du corps humain causés par un agent infectieux ou par des
toxines produites par celui-ci. Ces infections ont eu un impact croissant et, par conséquent, une
préoccupation majeure au niveau mondial. La réémergence et, surtout, I'apparition de nouvelles maladies
transmissibles est un défi constant pour la santé publique. Par ailleurs, il est important d'avoir des
institutions de santé pour lutter contre ces maladies infectieuses. Le Centre hospitalier universitaire de
Sao Joao (CHUSJ) qui fournit une assistance dans plusieurs domaines cliniques, notamment dans le
domaine de la microbiologie classique et moléculaire, est un centre de référence pour les districts de Porto,
Braga et Viana do Castelo. Le présent rapport décrit le stage qui s'est déroulé sur une période de 4 mois au
laboratoire de biopathologie moléculaire du Centre Hospitalier Universitaire de Sao Joao, EPE. Son
principal objectif était de développer les connaissances et les compétences dans le domaine clinique-
laboratoire, en particulier dans les technologies et méthodologies utilisées pour le diagnostic moléculaire
des microorganismes infectieux. Tout au long de ce travail et dans une premiére partie seront décrites les
activités réalisées au cours de ce stage y compris la participation a la routine clinique-laboratoire,
notamment les méthodes et techniques utilisées dans le diagnostic moléculaire. Dans ce contexte, tous
les protocoles de préparation des échantillons, d'extraction des acides nucléiques, d'amplification, de
détection et de quantification ont été réalisés. Dans la deuxieme partie, est présentée I'étude de cas
clinique, le Pneumocystis jirovecii détecté a partir d'un échantillon de sang. Dans cette section, est faite la
caractérisation du microorganisme, notamment I'épidémiologie, la morphologie et le cycle de vie, les
manifestations cliniques, les groupes a risque et les formes de diagnostic. Sur la base de I'application de
techniques de biologie moléculaire, il a été analysé, la possibilité de détecter le microorganisme cible dans
des échantillons de sérum et les résultats ont été comparés a ceux des échantillons respiratoires
précédemment analysés. Il a été conclu que le stage effectué a été d'une capitale importance, étant donné
que les objectifs d'apprentissage ont été atteints grace aux activités réalisées. L'information concernant
les cas de diagnostic clinique-laboratoire de la pneumonie a Pneumocystis jirovecii dans des échantillons
de sang, bien qu'il ait eu des contraintes, constitue le début d'une étude qui devrait avoir sa continuité, car

il pourrait étre une méthode plus rapide et moins invasive pour le diagnostic de cette infection.

Mots clés : Acides nucléiques, PCR, Pneumocystis jirovecii, Sérum
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1. Instituicao e Contextualizacao do estagio

0 presente trabalho surge no ambito da unidade curricular de Estagio do Mestrado em Analises Clinicas e
Sautide Publica, ramo de Microbiologia e Saude Publica. O Estagio curricular foi realizado no Centro
Hospitalar Universitario de Sao Joao (CHUSJ), que é um dos hospitais universitdrios da cidade do Porto,
com ligagao a Faculdade de Medicina da Universidade do Porto. O estdgio foi realizado no laboratdrio de
Biopatologia Molecular, do Servico de Patologia Clinica deste hospital.

Este relatdrio tem como foco descrever e evidenciar o trajeto de aprendizagem realizado ao longo da
pratica clinico-laboratorial. O seu ponto central é a aplicacao dos métodos de biologia molecular,
destacando a sua importancia no diagnéstico de doencas infeciosas, assim como analisar a vantagem da

rapidez dos resultados, conjugada com a elevada sensibilidade e especificidade.

1.1. Caracterizacao do laboratério

O laboratdrio de Biopatologia Molecular, do CHUSJ, tem como funcdes a pesquisa e identificacao de
agentes infeciosos permitindo assim melhorar o apoio ao diagndstico e tratamento de forma mais precisa
e rapida. Esta melhoria é possivel gracas a especializacao deste servico na aplicacao de meios
complementares de diagndstico, designadamente no ambito da biologia molecular.

0O laboratdrio de Biopatologia Molecular esta fisicamente separado em trés dreas. Na primeira realiza-se
o0 processamento das amostras bioldgicas, para a extracao dos dcidos nucleicos. Na sequnda é realizada
a preparacao dos reagentes para a Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR). Por dltimo, na terceira area é
realizada a reacao de PCR em tempo real, nos termocicladores, bem como analise ps-PCR. Essa divisao
fisica em diferentes dreas é de extrema importancia, de forma a evitar contaminac6es cruzadas, e assim

manter a qualidade dos resultados obtidos pelo servico (1).

1.2. Objetivo do Estagio

0O estdgio teve como objetivo geral desenvolver conhecimentos e competéncias na vertente clinico-
laboratorial nas tecnologias e metodologias utilizadas para o diagndstico molecular de microrganismos
infeciosos e como objetivos especificos: i) compreender os principios das tecnologias e metodologias de
diagndstico molecular em Microbiologia Clinica a partir das diferentes técnicas de extracao de DNA e RNA,
de acordo com o tipo de amostra, bem como descrever os métodos de identificacao molecular de
microrganismos em amostras bioldgicas aplicando a técnica de PCR em tempo real; ii) analisar os

resultados de estudo de amostras com suspeita de presenca de microrganismos potencialmente



infecioso; iii) realizar e integrar a rotina clinico-laboratorial; iv) compreender e aplicar a metodologia de
validacao de resultados.

O principal objetivo deste relatdrio de estdgio € descrever todas as atividades que foram realizadas
durante o estdgio curricular bem como iniciar a implementacao de um protocolo para identificar

Pneumocystis jirovecii em amostras de sangue.



2. Diagnéstico Molecular em Microbiologia Clinica: Atividades do laboratorio de

Biopatologia Molecular

A biologia molecular é o ramo da biologia que abrange especialmente as dreas de bioquimica e genética.
Esta ciéncia concentra-se nos estudos das interacdes entre DNA, RNA, proteinas e sua biossintese. O
desenvolvimento da biologia molecular tem sido aplicado ao didgnostico microbiolégico, baseado em
diferentes técnicas, cujo objectivo é pesquisar e identificar microrganismos potencialmente patogénicos
para o ser humano, complementando o diagndstico microbioldgico classico. A abordagem molecular
permitiu aumentar a sensibilidade, a especificidade, bem como reduzir o intervalo de tempo entre a

suspeita clinica e aidentificacao do agente infecioso (2).

2.1. Principios tedricos de extracao de DNA e RNA

As técnicas de extracao e purificacdo de acidos nucléicos a partir de amostras biologicas, tém sido
amplamente utilizadas em estudos moleculares, devido a sua facilidade em amplificar in vitro as regides
especificas do genoma de qualquer organismo (3).

Antes do desenvolvimento destas técnicas, a separacao de acidos nucleicos era muito trabalhosa, com a
desvantagem de obter baixos rendimentos e baixa pureza dos produtos de extracao. Com a evolucao
tecnoldgica aplicada a biologia molecular foi possivel a automatizacao de procedimentos laboratoriais,
podendo deste modo a resposta laboratorial ser dada em grande escala e com resultados validos.

Apds adécadade 1970, a extracao de acidos nucleicos por particulas magnéticas tornou-se numa técnica
em plena ascensao, que utiliza o magnetismo, aliados a um sistema tampao apropriado, para a separacao
eficiente de particulas biologicamente ativas a partir de extratos celulares brutos, combinada a uma
eficiéncia e rapidez da purificacao considerada ideal (4).

A aplicacao das técnicas acima mencionadas na extracao de acidos nucleicos consiste na aplicagao de
dois principios basicos: o primeiro é a lise das células presentes na amostra e o sequndo a purificacao do
acido nucleico. Apos a lise celular, o acido nucleico é separado dos restos celulares, tais como proteinas,
carboidratos, entre outros, e logo de sequida é precipitado e suspenso num volume adequado de dgua
ultrapura ou solucdes-tampao de eluicao (5). O dcido nucleico extraido pode passar por processos de
concentracao e de purificacdo, com o objetivo de obter melhores resultados no ensaio de PCR. De uma
forma geral os protocolos de extracao dos dcidos nucleicos tém por base 4 etapas essenciais: 1) lise celular
com proteinase K, 2) Precipitacao do acido nucleico, 3) Lavagem de dcidos nucleicos, e 4) Eluicao de dcidos
nucleicos purificados.

A proteinase K (PK), serina protease capaz de digerir queratina, tem uma temperatura étima de atuacao a

562°C. Esta proteinase permanece ativa na presenca de desnaturantes de proteinas, tornando-se muito
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dtil para a degradacao de proteinas que poderiam contaminar misturas de acidos nucleicos (6). Nesta
primeira etapa de lise celular, o uso de PK é fundamental para salvaguardar a eliminacao de DNases,
RNases e proteinas das preparagoes de acidos nucleicos. O processo de degradacao celular e exposicao
do material genético dos microrganismos nas amostras € realizada a elevada temperatura sob condicoes
altamente desnaturantes. A combinacao de proteinase K e tampao de lise garantem a digestao das
proteinas do revestimento viral, na extracao de dcidos nucleicos de virus, e a inativacao das RNases (7).
A segunda etapa de isolamento do dcido nucleico pode ser feita por diferentes métodos, com eficiéncia e
complexidade distintas, e divididos em dois grupos: os métodos nao magnéticos ou classicos e os
métodos magnéticos.

No grupo dos métodos nao magnéticos, é conhecido o isolamento de acidos nucleicos por fase fluida que
consiste numa série complexa de precipitacao e etapas de lavagem. Este método requer a lise do material
bioldgico por um detergente ou substancia caotrdpica, na presenca de enzimas de degradacao de
proteinas, seguido de vdrias etapas com solventes organicos como fenol e / ou cloroférmio ou etanol, que
em geral sao altamente tdxicos e requerem eliminacao especial dos residuos. Estes procedimentos
tornam o método demorado, laborioso e dispendioso (4,8).

Aindanos métodos nao magnéticos existe o isolamento em fase sdlida, que tem como exemplo a extracao
de fragmentos de DNA de amostras bioldgicas em matriz de silica (4). As principais descobertas de Boom
e Salimans et al, 1990 relataram que a ligacao de fragmentos de DNA nas superficies das matrizes de
silica pode ser controlada na presenca de determinada concentracao de sais e sob certas condicdes de pH
(8). De igual modo estudos realizados pelo Institute of Medical Microbiology, University Hospital, na
Alemanha, em 2001 comprovaram a ligacao do DNA as membranas de silica num ensaio de PCR, o que
representa um passo significativo na melhoria da metodologia (9).

0 método magnético, por sua vez, apresenta mais vantagens em relacdao aos métodos tradicionais que se
baseiam em centrifugacdes e filtracdo (10). Trata-se efetivamente de uma forma rdpida, simples e
eficiente de separar as particulas, para além de ser muito menos trabalhoso comparativamente as
técnicas tradicionais. Este método revela-se também mais ecoldgico, uma vez que os produtos téxicos
tais como fenol e o cloroférmio ndo sao usados (1,8). Trabalhos desenvolvidos usando microesferas
magnéticas de resina de ureia-formaldeido e microesferas de silica magnética para extrair o DNA
gendmico humano mostraram ser eficazes (11). Neste método o material genético pode ser facilmente
removido pela aplicacao de um campo magnético.

A terceira etapa dos protocolos de extracao € a lavagem dos dcidos nucleicos. Estes estando ligados as
particulas magnéticas ou a membrana de silica nos métodos nao magnéticos, sao lavados com uma
sequéncia de tampdes de lavagem apropriados. Essas condicoes de lavagem garantem a remocao
completa de qualquer contaminante residual sem afetar a ligacao ao DNA. Esta etapa tem o objetivo de

melhorar significativamente a pureza do DNA eluido (3,5).



Na dltima etapa os acidos nucleicos altamente purificados sao eluidos num tampao de eluicao ou em dgua
ultrapura. Neste ponto os acidos nucleicos purificados podem ser usados imediatamente em aplicacdes a
jusante ou armazenados para uso futuro (7).

No mercado estao disponiveis kits comerciais que fornecem métodos rdpidos e faceis para a purificacao
de 4cido desoxirribonucleico (DNA) e &cido ribonucleico (RNA) (12).

No laboratdrio de Biopatologia Molecular no CHUSJ, o kit usado para extracao de acidos nucleicos em fase
sélida é o QIAamp DNA Mini Kit, QIAamp Stool DNA, QlAamp Viral Kit da Qiagen® (12). No protocolo as
condicoes de tamponamento do lisado sao ajustadas para permitir a ligacao ideal do DNA a membrana. 0
DNA é adsorvido na membrana de silica QlAamp durante uma breve centrifugacao ou etapa de vdcuo. As
condicoes de sal e pH no lisado garantem que proteinas e outros contaminantes, que podeminibira PCR e
outras reacdes enzimaticas a jusante, nao sejam retidos na membrana QIAamp (12). Neste laboratdrio é
utilizada também a metodologia de extracao magnética de dcidos nucleicos através do uso do Mini Kit EZ1
Virus v2.0, Mini Kit EZ1 Blood, Mini Kit EZ1tissue (7) da Qiagen® para purificacao automatizada de DNA e
RNA viral. No protocolo o tampao de ligacao é adicionado as amostras lisadas para ajustar as condicoes
de ligacao. Uma vez a amostra completamente lisada é misturada com particulas magnéticas, para
permitir uma 6tima adsor¢ao dos acidos nucleicos virais e DNA bacteriano na superficie da silica. As
condicoes de sal e pH garantem que as proteinas e outros contaminantes capazes de inibir a PCR, nao

estejam ligados as particulas magnéticas (7).

211. Metodologias para extracao de DNA e RNA de acordo com o tipo de

amostra

Na pratica clinico-laboratorial é importante a selecao e o planeamento das metodologias a adotar. Para
isso, 0 conhecimento das caracteristicas dos microrganismos potencialmente previsiveis,
nomeadamente, as suas especificidades, hem como a amostra mais adequada a usar, é fundamental, para
que se obtenha resultados fidveis.

Atendendo a que no mercado existem varios protocolos de extracao de DNA e RNA, aquando da selecao
da metodologia, deve-se atender a alguns parametros, a saber: a molécula (DNA ou RNA) que se deseja
extrair, o tipo de amostra com que se vai trabalhar, o grau de pureza e o rendimento desejado da extracao,
bem como os recursos necessarios para a sua realizacao.

No ambito do estdgio, no laboratdrio de Biopatologia Molecular do CHUSJ, os equipamentos de extracao
de DNA e RNA e os kits usados sao da marca Qiagen®. Sao usados dois equipamentos destintos, o EZ1
Advance® que usa a tecnologia de particulas magnéticas para purificacao de DNA e RNA viral e DNA

bacteriano. Permite a purificacdo de dcidos nucleicos de alta qualidade, livres de proteinas, nucleases e



outras impurezas. O Qiacube® é outro equipamento que usa a tecnologia de membrana de silica para o
isolamento e a purificacao de acidos nucleicos.

As amostras admitidas neste servico, para pesquisa de microrganismos potencialmente responsaveis
pela infecao podem ser: urina, amostras respiratdrias, sangue, liquido cefalorraquidiano, material
proveniente de biopsias, amostras colhidas em zaragatoa, liquidos bioldgicos, medula éssea, fezes,
bidpsias parafinadas, e amostra de sangue impregnado em cartdao de Guthrie. A listagem de
microrganismos pesquisados no laboratdrio de Biopatologia Molecular do CHUSJ, encontra-se no anexo 1
e 2. De acordo com o tipo de microrganismo que se pretende pesquisar e o tipo de amostra é realizado um

pré-tratamento da amostra previamente a extracao de dcidos nucleicos.

2.1.11 Urina

Para a pesquisa de bactérias e virus na urina, esta tem de ser concentrada por centrifugacao, respeitando
as rotacoes e tempos especificos pré-definidos, cumprindo-se assim a primeira etapa do pré-tratamento.
A segunda etapa consiste na adicao da proteinase K juntamente com o tampao de protecao (tampao G2)
incluido no kit comercial, ao pellet obtido. Sequidamente é colocado em banho seco a 56°C (temperatura
ideal de atuacao da proteinase). A terceira e Ultima etapa consiste na extracao dos acidos nucleicos
utilizando o equipamento de extracao (EZ1 Advance®) e o kit virus mini v2.0° (7). Dependendo do tipo de

microrganismo a pesquisar, e as variacdes subjacentes, deve seguir o protocolo conforme o anexo 3.

2.1.1.2 Amostras respiratdrias

Sao designadas de amostras respiratdrias as secre¢oes brénquicas, lavado brénquico, lavado brénquico
alveolar e liquido pleural. O pré-tratamento deste tipo de amostra tem como primeira etapa a fluidificacao
a partir da adicao de n-I-cisteina a 2%, que atua sobre a amostra por um periodo de aproximadamente de
10 minutos, a temperatura ambiente com agitacao periddica até que a amostra esteja completamente
liquefeita. Esta etapa é comum a pesquisa de qualquer microrganismo. Posteriormente, é submetida a
centrifugacao seguindo-se a digestao do pellet obtido ao qual se adiciona o tampao G2 e a proteinase K e
levado a banho seco a 562 C. De acordo com o microrganismo a pesquisar, existem variacdes, conforme

expresso no anexo 4,



2.1.1.3 Sangue

A pesquisa de agentes patogénicos a partir de amostras de sangue esta dependente das caracteristicas
de cada microrganismo, sendo os protocolos adaptados de forma a obter o melhor rendimento. Neste

sentido, uma etapa fundamental é o pré-tratamento das amostras de sangue, descrita anexo 5.

2.1.1.4 Liquido cefalorraquidiano

Quando se pretende pesquisar microrganismos em amostras de liquido cefalorraquidiano, é feita a

extracao direta de uma quantidade de amostra, seguindo o protocolo descrito no anexo 6.

2.1.1.5 Biopsias

As amostras mais frequentes sao as bidpsias intestinais, do cdlon, cerebral, ganglionar, pulmonar, pleural
e cutanea. O primeiro passo do pré-tratamento comum a pesquisa de vdrios microrganismos, € a
fragmentacao da bidpsia com bisturi. Sequidamente a amostra é degradada por mecanismos térmicos

para romper as células. O anexo 7 apresenta as etapas arealizar na pesquisa de cada microrganismo.

2.1.1.6 Biopsias parafinada

Para o processamento de bidpsia parafinada é necessario retirar pequenas por¢des da amostra, com a
ajuda de um bisturi. Depois de adicionar Xilol, que tem por funcao dissolver a parafina, as amostras sao
centrifugadas a 1300 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante é rejeitado e adiciona-se o etanol, que é
incubado durante 5 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, a amostra é novamente
centrifugada a altas rotacoes por 5 minutos, rejeita-se o sobrenadante e deixa-se o etanol evaporar.
Depois é realizado o processo de digestao com a proteinase K levando a banho seco a 562C. Apds a lise
completa, incuba-se a amostra durante 1 hora em banho seco a 902C. Por fim, a extracao de dcidos

nucleicos é feita no QiAcube® selecionando o protocolo de bidpsias parafinadas.

2.1.1.7 Zaragatoas

Os produtos bioldgicos colhidos por zaragatoa podem ser de pus, exsudado genital, de lesao cutanea,
ganglionar entre outros. Para a pesquisa de virus, bactérias ou de parasitas, é necessario a digestao da
amostra com a proteinase K, juntando também um tampao estabilizador, que é levado a banho seco a

562C por 15 minutos, conforme expresso no anexo 8.



2.1.1.8 Liquidos Biolégicos

Os principais liquidos bioldgicos usados na pesquisa de microrganismos sao: liquidos pleurais, pericdrdico,
peritoneal, biliar, articular e sinovial. Caso a amostra apresente fibrina o primeiro passo do pré-tratamento
é a fluidificacao da amostra com n-I-cisteina a 2%, deixando-se atuar durante 15 minutos. De seguida é
centrifugado por 15 minutos a 3 000 rpm. Se nao apresentar fibrina é apenas centrifugado. O sequndo
passo consiste na digestdo da amostra com a proteinase K. E submetida a banho seco a 562C até ficar
fluidificada. A extracdo de dcidos nucleicos dos virus € realizada no equipamento EZ1 Advance®
selecionando o protocolo de virus, enquanto que para as bactérias o protocolo usado é o de DNA de

tecidos. As variacoes dos passos do protocolo estdo identificadas no anexo 9.

21.1.9 MedulaOssea

Para a pesquisa de bactérias e fungos é necessario lisar os eritrdcitos/eritroblastos com dgua durante 15
minutos aproximadamente. Posteriormente, a amostra € sujeita a centrifugacao durante 15 minutos a
3.000 rpm. As bactérias sao incubadas em banho seco a 562C, com a proteinase K. A extracao de DNA é
feita no equipamento EZ1 Advance® com o protocolo de DNA de tecidos. No caso das Mycobacterium
tuberculosis, devem ser realizadas etapas extra, conforme expresso no anexo 10. Na pesquisa da
presenca de fungos, além das etapas comuns, a amostra deve ser incubada a 372C durante 45 minutos

com liticase antes de ser digerida.

2.1.1.10 Fezes

Para pesquisa de bactérias a partir de amostras de fezes, o pré-tratamento da amostra consiste numa
série de suspensoes, centrifugacoes e mecanismos térmicos para lisar as células, detalhado no anexo 11.
Enquanto que para a pesquisa de virus a extracao é feita a partir do sobrenadante da amostra. Para a
pesquisade fungos apds os primeiros passos, € necessario fazer aincubacgao do sobrenadante daamostra

com liticase a 372C por 45 minutos.

2.2. Principios teéricos e procedimentos de Amplificacio dos Acidos Nucleicos

A identificacao de microrganismos patogénicos a partir de metodologias moleculares tem por base as
caracteristicas genotipicas, contrariamente a microbiologia convencional, em que a identificacao é feita
com base nas caracteristicas fenotipicas expressas. Todos 0s microorganismos apresentam

semelhancas a nivel molecular pois todas as células, das mais simples as mais complexas dependem de



um conjunto de biomoléculas universais, para o seu normal funcionamento. Os dcidos nucleicos sao os
elementos chave na descodificacao e transmissao da informacao genética, sendo estes os protagonistas

das metodologias de diagnéstico molecular (13).

221 PCRclassica

Em meados dos anos 80, Kary Mullis e colaboradores desenvolveram a técnica de PCR. Em 1985, através
dapesquisa cientifica intitulada “Enzymatic Amplification of 3-Globin Genomic Sequences and Restriction
Site Analysis for Diagnosis of Sickle Cell Anemia“ (14), projetaram dois novos métodos, que foram
utilizados para estabelecer um teste de diagndstico pré-natal rapido e altamente sensivel a anemia
falciforme. Um desses métodos consistia na amplificacao enzimatica do DNA gendmico da beta-globina
mediada por sequéncias de primers especificas (14). Pelo facto foi premiado em 1993 com o premio Nobel
de Quimica (15). Esta técnica é aplicavel numa variedade de estudos, nomeadamente na clonagem de
cDNA e DNA gendmico e alotipagem (16), na analise de expressao genética, analise de polimorfismo de
nucleotideo tinico (SNP), bem como na andlise de aberracdes cromossémicas (15).

A PCR tem como principio basico obter um elevado nimero de cdpias de uma sequéncia especifica do
acido nucleico alvo (13). Esta técnica tem evoluido rapidamente e tem sido aplicada a detecao dos agentes
etioldgicos responsdveis pelas doencas infeciosas. A técnologia de PCR introduziu vantagens na
microbiologia clinica, por ser um método com maior especificidade, sensibilidade e economicamente mais
vantajoso. Permitiu também diminuir o tempo de resposta na identificacdao do agente, evitando-se ter de
aguardar pelo crescimento das culturas microbianas o que acontece no diagndstico laboratorial por
microbiologia classica. Permitiu ainda evitar os riscos associados a manipulacao de grandes quantidades
de microrganismos patogénicos (13), uma vez que o DNA de interesse pode ser amplificado a partir de uma
Unica célula, possibilitando a amplificacao in vitro de nimeros extremamente pequenos de uma sequéncia
de DNA relevante (16). Contudo, existem algumas desvantagens, como a possibilidade de contaminacdes
e a inibicao por varios produtos quimicos presentes na reacao (proteinas, hemoglobina, detergentes
idnicos, heparina, polianides, corantes de carregamento de gel) (16).

A reacao de PCR envolve uma série de passos alternados de aquecimento e arrefecimento da mistura de
PCR (13), os quais ocorrem ao longo de varios ciclos. Para que haja a determinacao do niimero de ciclos,
existem dois fatores importantes: o niimero de cépias do DNA molde presente no inicio da reacao e a
eficiéncia da extensao e amplificacao (16).

Para a realizacao da reacao de PCR é necessario a presenca de seis elementos fundamentais que
compdem a mistura da reacao- Master Mix, sao estes a cadeia de DNA/ RNA alvo, os primers, DNA-

polimerase termoestavel, desoxinucledsidos trifosfatos -dNTPs, iao magnésio e o tampao.



0 primeiro elemento da Master Mix é a cadeiade DNA/ RNA alvo que pode ser de cadeia simples ou dupla
(15). 0 segundo elemento sao pequenos oligonucledtidos iniciadores da reacao de polimerase- os primers.
Para ter sucesso na realizacao da reacao de PCR, o desenho dos primers deve sequir algumas diretrizes
ja descritas na literatura, para evitar que o resultado final de uma reacao seja de pouco ou nenhum
produto, devido a amplificagao inespecifica ou entao por formacao de dimeros de primers. O comprimento
dos primers é um parametro fundamental porque influencia a sua especificidade e a sua temperatura de
annealing. O comprimento ideal é de 18 a 30 pares de bases (ph). Os primers mais longos tém a vantagem
de serem mais especificos, no entanto tém maior probabilidade de conter estruturas secundarias. Ja os
mais curtos tém a desvantagem de levar a amplificacao inespecifica da PCR (17). Também deve-se evitar
repeticoes de citocinas ou guaninas com mais de 3 pb de comprimento e coloca-los nas extremidades dos
primers (16). A temperatura de melting (T.) € um parametro que determina a especificidade da PCR, sendo
assim, é importante que os primers tenham a T, semelhantes. A incompatibilidade da T, dos pares de
primers nao deve ser superior a 2 2C-3°C (17). A T, de um primer depende do seu comprimento,
composicao da sequéncia e concentragcao, mas para a maioria das aplicacoes de PCR a T, ideal varia de
55°C a 60°C (16-18). A presenca de estruturas secunddrias é um dos pontos a considerar, porque uma
sequéncia de primers com regides de auto-homologia pode formar estruturas em gancho de cabelo (do
inglés hairpin structures). Da mesma forma que a homologia pode levar a formacao de dimeros de primer
(17).

A DNA-polimerase termoestavel (Taq polimerase), inicialmente purificado a partir de um microrganismo
termdfilo designado de Thermus aquaticus YTI, é um componente fundamental na reacao de PCR, e é
capaz de atuar em altas temperaturas (702C a 80 °C). A polimerase de DNAisolada de Thermus aquaticus
apresenta um peso molecular préximo a 93.910 kDa e tem uma taxa de incorporacao de nucleotideos de
150 nucleotideos/s/ molécula enzimética (19). Atualmente, uma versao recombinante de polimerase de
DNA Taq é feita a partir de fragmentos do gene T. aquaticus expresso em E. coli (16). Os
desoxinucledsidos trifosfatos (ANTPs) é um outro elemento fundamental, considerados " os blocos de
construcao " que sao adicionados a reacao em quantidades iguais de cada um dos quatro dNTPs: dATP
(adenina), dCTP (citocina), dGTP (guanina), e dTTP (timina) (16). Por fim, 0 ido Magnésio (Mg**) é um catido
que se liga a polimerase e é um cofator essencial para a atividade da polimerase (16). No entanto, o
excesso de magnésio levaaum aumento na taxa de incorporacao incorreta de nucleotideos (17). O tampao
que é adicionado é importante para fornecer um ambiente quimico adequado. A sua composicao quimica
temum pH de 9,0 a 25 °C que permite ter aproximadamente pH 7,6 a72 °C, que é a temperaturaideal para
a atividade e estabilidade da polimerase de DNA (16).

Como ja referido, a reacao de PCR tem por base mudancas de temperatura ao longo de 25-35 ciclos,
normalmente. Cada ciclo é composto por trés etapas principais: a desnaturacao, a hibridizacdo/ annealing

do primer ao DNA alvo, e a extensao enzimdtica/elongation (Fig.1). Vdrios autores (14,16) consideram
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uma etapa adicional- a etapa de inicializacao que precede as demais, e que consiste no aquecimento da
reacao a uma temperatura de 94-96 °C, que é mantido por 2 a 8 minutos, como observado na figura 1. S6
é necessario para protocolos em que seja utilizada uma DNA polimerase que requer ativacao por calor (do

inglés by hot-start PCR) (16).

Desnaturacao Extencdo

. . Hibridizacao .

- ' Resfriamento

Inicializacdo

1 Xy f
(i 020 \ | 0=

Amplificacao: repiticao de 30 ciclos

Figura 1 Diagrama ilustrativo das etapas de cada ciclo. Adaptado de (5)

A primeira etapa regular de todos os ciclos, consiste em aquecer a reacao a 90-98 °C por 20 a 30
segundos (18), é a chamada etapa de desnaturacao. Nesta etapa ocorre a separacao da cadeia dupla de
DNA interrompendo as ligacoes de hidrogénio entre as bases complementares, produzindo moléculas de
DNA de cadeia simples. A temperatura de desnaturacao é determinada em parte pela quantidade de
nucledtidos G-C, que contém a cadeia dupla de DNA. A desnaturacao por 45 sequndos a 94-952C é usada
para amplificar moléculas de DNA lineares, cujo conteddo em GC é < 55% e temperatura mais alta para
DNAs com contetido de GC > 55% (16). Um periodo prolongado de desnaturacao é desnecessario para
moléculas lineares de DNA e, por vezes, pode ser prejudicial.

Na segunda etapa, denominada de hibridizacao dos primers (annealing), ocorre a diminuicao da
temperatura para 55-70 °C entre 20-40 segundos, permitindo a ligacao de primers ao DNA desnaturado
(16). A temperatura de annealing depende dos primers. Teoricamente, estes devem estar alguns graus
abaixo da temperatura de melting dos dois primers (que devem ser projetados para ter as mesmas
temperaturas de melting ou préximas), para que eles possam formar complexos estdveis com as
sequéncias alvo, mas nao com outras sequéncias. Existem vdrios softwares gratuitos e comerciais que
estao disponiveis para estimar as temperaturas de ligacao do primer (15).

Na dltima etapa, conhecida como etapa de extensao, a DNA polimerase liga-se aos primers e da-se a
sintese de DNA, ao ler simultaneamente o DNA molde e colocando um nucleotideo-dNTPs que
complementa o molde (18) na direcdo 5' para 3', condensando o grupo 5'-fosfato dos dNTPs com o 3'-
grupo hidroxilo no final da cadeia de DNA nascente (16). Nesta etapa a temperatura aumenta para 722C
por 45 segundos. Esta temperatura é ideal para que a polimerase se torne funcional (16). O uso de

temperatura de extensao elevada tem a vantagem de desnaturar qualquer estrutura secundaria que se
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pode formar no molde de DNA e bloquear a extensao (15). No final da extensao de cada ciclo, a sintese de
duas novas cadeias ou amplicons (um curto segmento de DNA gerado pelo processo da PCR) é concluida
e a quantidade da sequéncia alvo é dupla. A sintese de novas moléculas continua exponencialmente com
o decorrer dareacao (20).

Depois dareacao de amplificacao, a visualizagao e a andlise do produto de amplificacao pode ser feita pelo
uso de eletroforese em gel de agarose (21). A partir deste método € possivel separar os produtos da
reacao de amplificacao (DNA/RNA) com base no tamanho e na carga. Isto permite determinar a presenca
e o tamanho do produto de PCR pela comparacao com marcadores moleculares padronizados ja

conhecidos (21).

222. PCRemtempo real

A PCR em tempo real é uma tecnologia avancada capaz de monitorizar e detetar os produtos da reacao
de amplificacdo a medida que vao sendo sintetizados (22), por isso a designacao em tempo real. Portanto,
os dados de andlise sao recolhidos durante todo o processo de reacao de PCR e nao no final da reacao.
Para alcancar tal objetivo podem ser utilzados diferentes métodos de detecao.

Um dos métodos utiliza corantes fluorescentes inespecificos, que tem como exemplo bem conhecido o
SYBR Green, representado na figura 2, sendo bastante usado para detecao de carga viral e quantificacao
de citocinas (23). 0 modo de atuacao desse corante fluorescente é pela ligacao de modo nao especifico as
cadeias duplas de qualquer DNA formado durante a reacao (22), e quando irradiado com luz ultravioleta
emite fluorescéncia (13). As medicoes fluorescentes sao realizadas no final da etapa de extencao de cada
ciclo de PCR para monitorizar a quantidade crescente de DNA amplificado. A utilizagao desta técnica é

relativamente barata porque pode ser usada com qualquer par de primers para qualquer alvo (23).

SYBR Green

oo
DM& polimerase
5 g i
G

Primer

Figura 2 Corante fluorescente-SYBR Green, intercalam inespecificamente a dupla hélice de DNA formado durante a

amplificacdo, emitindo fluorescéncia quando irradiadas. Adaptada do (23)

Um outro método utiliza sondas oligonucleotidicas, como por exemplo as sondas de hidrdlise- TagMan
representada na figura 3 A. Esta sonda é marcada com duas moléculas que ficam préximas uma da outa,

7

uma delas é a molécula fluoréforo/repérter (R) que emite fluorescéncia, e a outra é a molécula
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supressora-quecher (Q), que absorve a fluorescéncia emitida pelo fluordforo e, portanto, nao se deteta
sinal (13). Durante o processo da reacao o primer e a sonda TagMan ligam-se na cadeia de DNA
complementar apds a desnaturacao, e a medida que DNA polimerase faz a extensao, a endonuclease 5
faz a hidrdlise da sonda TagMan, permitindo assim a emissao de fluorescéncia pelo fluoréforo (23). A
fluorescéncia detetada no termociclador em tempo real é diretamente proporcional ao fluoréforo libertado
e a quantidade de DNA presente na PCR (22). Também temos as sondas conhecidas por Molecular
Beacons, representada nafigura 3 B, também marcadas com um fluoréforo e um quecher (13). Esta sonda,
quando livre, apresenta uma estrutura secunddria em formato de gancho encontrando-se as duas
moleculas préximas uma da outra. A fluorescéncia é detetada quando a sonda hibridiza com a sequéncia

alvo, que altera sua conformacao e separa as duas moléculas (23) .

* A) Sonda TaaMan * B) Sonda Molecular Beacon
Tachtan
rercse . (0) v
Molecular beacon
sporter ©) 73
FJ:;caic-r‘E!\\?" I\\‘_.,_I Quencher K_‘»’I
\ ~ Quencher
)
5 P"m% Reporter 9 S
| | fluorophore ~ i )
1 it ~ 6
¥L BT
— —  — —
(oma Pnl.meruse‘ @A) A
5 Primer )\?L I\\I-"’.] I\}Jj’)
olallLLEEL L LLLLELLLLLLLLLL

Figura 3 Sondas Oligonucleotidica. (A) Sonda TagMan: (B) Sonda Molecular Beacon Adaptada (23)

Outra metodologia descrita na literatura utiliza sondas de hibridacao, também conhecidas por Sondas
FRET. Neste método sao utilizadas duas sondas de hibridacao, uma carrega um fluordéforo dador na
extremidade 3'e a outra um fluordforo aceitador/recetor na extremidade 5'. Ambas as sondas hibridizam
com sua sequéncia de DNA alvo, logo apds a sua desnaturacao. Estas sondas sao desenhadas para se
ligarem em locais adjacentes para que haja uma aproximacao das sondas (13). O dador transfere energia
e excita o recetor permitindo que dissipe a fluorescéncia em um comprimento de onda diferente (22)
(Fig.4). Este método tem uma especificidade aumentada, isto porque a fluorescéncia é detetada apenas
quando duas sondas independentes hibridizam com sua sequéncia alvo correta. Sendo assim, pode-se
afirmar que a fluorescéncia medida é diretamente proporcional a quantidade de DNA sintetizado durante

areacao de PCR (23).
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Figura 4 Sondas FRET-Fluorescence Resonance Energy Transfer. Adaptado de (23)

2.23. VariantesdaPCR

Atecnologiade PCR é umatecnologia complexa, suportada porinstrumentos avancados e umainfinidade
de protocolos laboratoriais que podem ser personalizados para diferentes areas de aplicacao (20). No
diagndstico molecular de doengas infeciosas sao usados intimeras variantes de PCR (13).

Uma das variantes da tecnologia de PCR caracterizadas na literatura é a PCR de transcriptase reversa
(RT-PCR). Esta variante foi projetada para amplificar in vitro o DNA a partir do RNA (13). A transcriptase
reversa transcreve o RNA em cDNA, que é entao amplificado. Para tal uma enzima transcriptase reversa
é usada para transcrever sequéncias de RNA transcritas em cDNA, e serve como modelo para que hajaa
reacao de PCR (24). Esta técnica tornou-se uma alternativa de eleicao para a detecao e/ou comparacao
dos niveis de RNA por apresentar alguns beneficios pois fornece informagoes sobre os dados qualitativos
e quantitativos e nao requer processamento pds-PCR, quando aplicada a PCR em tempo real (25). No
diagndstico clinico a RT-PCR é usada para fazer a avaliacao da carga viral para virus de RNA, para
determinar a expressao de um gene ou para identificar a sequéncia de um transcrito de RNA, incluindo
locais de inicio e término da transcricao (24).

A PCR Multiplex tem por principio bdsico a utilizacao de mudiltiplos pares de oligonucléotidos iniciadores -
primers, permitindo que mais de uma sequéncia de DNA alvo seja amplificada em uma tnica reacao (20),
e as vdrias sondas permitem saber o que esta a ser amplificado.

Na realizacao deste tipo de reacao o desenho dos primers deve ser otimizado para que todos os pares de
primers possam utilizar a mesma temperatura de annealing durante a reacado. Entretanto, a otimizacao
das reacoes de PCR multiplex pode-se tornar desafiadora, porque a reacao geral deve cumprir 0s
parametros satisfatdrios para cada reacao individual de PCR incluida no multiplex (20).

Esta tecnologia tem sido amplamente utilizada para a detecao simultanea de um dado microrganismo e a

presenca de sequencias genéticas relacionadas com a resisténcia a farmacos na sua terapia (ex.
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M.tuberculosis multirresistente ou S. aureus a meticilina). Permite também identificar diferentes espécies
dentro de um mesmo género (13).

Uma das vantagens da técnica é a maior rapidez na obtencao do resultado, maior economia a nivel de
reagentes, evitar a necessidade de configurar e processar reacoes individuais para cada sequéncia-alvo
(20).

Uma outra variante € o NESTED PCR. Como se pode observar na figura 5, esta utiliza dois conjuntos de
oligonucléotidos iniciadores-primers. Neste tipo de tecnologia o primeiro ciclo de amplificagao, utilizaum
dos pares de primers externo a regiao de DNA-alvo, obtendo-se assim um produto de amplificacao. Este
produto é utilizado como molde para uma segunda amplificagao, em que se utiliza o outro par de primers
mais interno, especifico para a regido a amplificar (13). Existem estudos descritos na literatura (13, 14) que
apontam um aumento da especificidade, eficiéncia e sobretudo a sensibilidade da reacao, o que é de

grande importancia na detecao direta de microrganismos em amostras clinicas.

Sequéncia de DNA-alvo

Primers externo

Sequéncia final de amplificagdo

Figura5 Esquema ilustrativo do NESTED PCR

2.2.3.1 Andlise dos resultados dareacao

0 aumento da emissao de fluorescéncia durante a reacao de PCR de qualquer um dos métodos utilizados
é detetado por umtermociclador (23), que possuium sistema 6tico composto por uma fonte de iluminacao
ultravioleta e um detetor de fluorescéncia, acoplado a um software préprio. Com os dados de emissao de
fluorescéncia colhidos durante a amplificacao por PCR obtém-se o grdfico de amplificacao (23).

A andlise de dados de PCR em tempo real é estabelecida a partir da cinética do nimero de cdpias alvo
visualizada num grdfico que segue uma curva sigmoidal e que demonstra a fluorescéncia emitida versus

numero de ciclo da reacao.
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Ao interpretar o grafico é importante definir os termos que lhe estao associados a sequir descritos.

A Linha de base, Baseline, tamhém conhecida como fase de atraso ou sinal de fundo, corresponde a um
nivel inicial de ciclos, onde o sinal fluorescente esta a acumular-se, no entanto encontra-se abaixo dos
limites de detecao do equipamento (23). O sinal da amplificagao inicial do alvo permanece abaixo do ruido
de fundo/background. O sinal fluorescente nesta fase é proveniente de uma sonda nao ligada ou de
componentes auto-fluorescentes na reacao (15,28). Quando ha amplificacao suficiente, gera-se um sinal
que comeca a exceder alinha de base.

O Threshold é um limite arbitrario determinado pelo software com base na variabilidade da linha de base.
Uma emissao detetada acima do limiar é considerada um sinal real que pode ser usado para definir o Cycle
Threshold (C), também denominado por Ponto de Cruzamento (C,) (29). O C, é um componente
essencial na producao de dados precisos e reproduziveis. Quanto menos ciclos for preciso para
detetar afluorescéncia e determinar o C;, maior é o numero de moléculas iniciais que se introduziu
na reacao de amplificacdo de PCR (23). Ao observar o gréfico de fluorescéncia notam-se trés fases
distintas: a de crescimento exponencial, a de crescimento linear e a de plateau/ estaciondria (15), como

demonstrado na figura 6.

.“‘ Fase 3: Plateau

Fase 2: Uinear
4
T et s e re e we

; ),' «|| Fasel: Exponencial

Fluorescéncia ! Lot -;
i 4
| i

Numero de Ciclo

Figura 6 Grafico de emissao de fluorescéncia, com a representacdo das fases da amplificacdo. Adaptada (74)

A fase exponencial tem inicio no momento em que a fluorescéncia da reacao passa a ser detetavel (Ct)
(15,23). Esta fase é caracterizada por uma alta e constante eficiéncia de amplificacao e representa a fase

de duplicacdo do produto a cada ciclo (30).

Depois da fase exponencial seque-se afase linear, também conhecida como fase nao-exponencial, onde
ainclinacao da curva de amplificacao diminui de forma regular. Neste ponto, a eficiéncia da amplificacao

diminui, porque a concentracao de um ou mais componentes da reacao transpde o limite critico.
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A medida que os componentes da reacdo se tornam limitantes a curva de amplificacdo atinge a fase
plateau, onde se verifica pouco ou nenhum aumento no produto de PCR (23). Fatores como: reannealing
dos produtos de PCR, limitacao de enzima ou dNTPs e a formacao de amplicons resultam na inibicao da
reacao.

Para emitir um resultado, para além da interpretacao do grafico de fluorescéncia, é necessario verificar
também a curva dos controlos da reacao, pois a validacao dos resultados esta dependente desta
interpretacao.

Quando a detecao do &cido nucleico é feita com sondas inespecificas (por exemplo, YoPro e YoYo da
Molecular Probes), ou o uso de corantes tais como SYBR Green 1 e SYBR Gold, a especificidade pode
diminuir devido a amplificacao de produtos de PCR inespecificos e dimeros de primers. Portanto é
necessadrio recorrer a andlise da curva de Melting, como uma etapa para garantir a qualidade do resultado
(23,31). Atemperatura de melting(T.), temperatura na qual 50% do DNA é desnaturado, e os produtos de
PCR podem ser estudados durante a amplificacao por analise de curvas de Melting (32). Quando a T., de
um determinado produto de cadeia dupla (dsDNA), é atingida, havera uma rdpida diminuicao na
fluorescéncia num curto intervalo de temperatura, como demonstrado na figura 7A. Isso é detetado pelo
equipamento e representado graficamente com um ou mais picos centralizados em diferentes
temperaturas, que representam os pontos nos quais a taxa maxima de alteracao da fluorescéncia é

detetada, como exemplificada nafigura 7B.
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Figura 7 A) Gréfico ilustrativo da Temperatura de Melting B) Gréfico da Curva de Melting

Amplicons diferentes podem gerar picos diferentes centrados em temperaturas distintas. Os produtos de
PCR indesejados normalmente tém temperaturas de fusao mais baixas do que o amplicon alvo, e isto
permite confirmar a presenca ou a auséncia do acido nucleico alvo.

Aquando da interpretacao dos dados gerados apds uma reacao de PCR, dependendo da natureza dos
dados, deve-se apresentar o resultado de modo qualitativo ou numérico, e quando necessdrio usar
métodos graficos para descrever as suas principais caracteristicas. Sendo assim, pode-se distinguir dois

tipos fundamentais de classificacdes: PCR qualitativos e PCR quantitativo.
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A PCR qualitativa é usada para detetar a presenca ou auséncia de um produto de DNA especifico. Esta
técnica pode ser usada para fins de clonagem ou para identificar um agente patogénico (33). Em
contrapartida, a PCR quantitativa representa informacoes resultantes de caracteristicas suscetiveis de
serem medidos, ou seja, indica quanto de um gene especifico estd presente na amostra (33).

A quantificacao do resultado da PCR em tempo real pode ter duas vertentes, a quantificacao absoluta/
quantificacao com curva padrao e quantificacao relativa.

Em vdrios casos clinicos é importante saber o nimero exato de cdpias do DNA/RNA alvo para
correlacionar o nimero de cépias com um estado de uma doenca, de forma a monitorizar a progressao da
doenca e tratamento. Para tal, recorre-se a quantificacao absoluta, conhecida também como
quantificacio com curva padrao. E utilizada para quantificar amostras desconhecidas interpolando as
quantidades de uma sequéncia alvo na amostra expressa como concentracao ou nimero de cépias inicial,
a partir de uma curva padrao (exemplificado no anexo 12) (23).

Na quantificacao relativa a expressao de um gene alvo é medida em relacao a um ou varios genes de
referéncia. Os métodos utilizados para quantificacao podem ser método de curva padrao ou método
comparativo de C;. Um ensaio de quantificacao relativa pode ser utilizado para analisar alterac6es na
expressao génica em resposta a um medicamento (34).

No laboratdrio de Biopatologia Molecular do Hospital de Sao Joao a metodologia de PCR em tempo real é
utilizada para identificacao de diferentes microrganismos. Os protocolos de PCR usados no servico sao
cuidadosamente projetados para obtencao dos melhores resultados, ja que a otimizacao da cinética da
reacao confere-lhe eficiéncia (20). No anexo 13, 14,15 e 16 encontram-se descritos de forma resumida
qual o tipo de PCR que é aplicado em cada tipo de microrganismo estudado neste laboratdrio, o método

utilizado para detecao, e o kit usado ou se é técnica in house.

2.3. Controlo de qualidade interno e externo

As técnicas de diagndstico molecular aplicadas as doencas infeciosas assim como qualquer outro teste
de diagndstico, estao sujeitos a falsos resultados positivos e negativos. Cada etapa do protocolo deve ser
monitorizada, desde a extracao do dcido nucleico da amostra, a amplificacao do alvo e posterior
identificacao do produto da reacao (35). Deste modo, é de extrema importancia a implementacao de
controlo de qualidade laboratorial, pois permite avaliar continuamente o desempenho do
teste/metodologia, de forma a garantir a qualidade dos resultados obtidos, eliminar as possiveis causas
de erro e implementar acdes de prevencao de forma a evitar os mesmos.

Consideram-se resultados falsos-positivos, quando ha um sinal que confirma a presenca de um acido
nucleico, no entanto nenhum organismo estd presente na amostra clinica (35). Os falsos-positivos

ocorrem por contaminagoes que podem ser causadas durante o manuseamento da amostra, ou também
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pode estar dependente da eficacia dos reagentes. As fontes de contaminacao podem ser por
contaminagao cruzada causada por um grande nimero de organismos em amostras clinicas, acidos
nucleicos nao amplificados que podem ser transferidos de uma reacao anterior (35), ou entao amplificacao
repetida da mesma sequéncia alvo, o que leva a acumulacao de produtos de amplificagao no ambiente de
laboratdrio (36). Essas contaminacdes podem ser transportadas de uma amostra para outra, por exemplo
por meio de uma luva ou ponta de pipeta contaminada (35) que quando amplificados, ocasionam os
falsos-positivos.

Quando se fala de um resultado falso-negativo, refere-se a um agente infecioso que estd presente, mas
nao é detetado. Isto pode ser justificado por uma perda de DNA ou RNA devido a degradagao por acao das
RNases e DNases que estao presentes nas maos, bancadas, pipetas e até mesmo nas amostras clinicas.
Os falso-negativos também podem ser causados por inibidores de extracao ou das reacoes de PCR, pela
formulacao inadequada de reagentes, diminuicao da eficdcia da extracao ou amplificacao, e por erros
técnicos (35).

0 controlo de qualidade laboratorial é feito pela aplicacao de Controlo de Qualidade Interno (CQI) que de
acordo com Despacho n.210009/2019 se define como um conjunto de procedimentos postos em pratica
num laboratdrio com vista a permitir um controlo da qualidade dos resultados dos exames laboratoriais
ao longo de todo o processo analitico (37), e pela Avaliacao externa da qualidade (AEQ), que corresponde
a avaliacao dos resultados por um organismo externo (37).

No laboratdrio de Biopatologia Molecular do CHUSJ sao usados trés indicadores de controlo no ambito do
controle de qualidade interno da reacao de PCR: o controlo positivo, o controlo negativo e uma amostra
pertencente ao programa, o controlo interno, que é adicionado na Master Mix. O controlo interno é uma
sequéncia de DNA que amplifica nas mesmas condi¢des que o DNA alvo. Quando ha sinal positivo do
segundo "alvo" demonstra que a amplificacao foi bem-sucedida, o que permite perceber se as condicoes
de amplificacao sao as ideais, e a detetar quando uma reacao foi inibida (38).

E usual incluir um controle negativo ou "branco”, que muitas vezes é adicionado dgua purificada em vez de
uma amostra de DNA num dos tubos de reacao (20). O controlo negativo é um indicador de uma possivel
contaminacao dos reagentes que pode ser por uso indevido, o que ajudard aresolver quaisquer problemas
relacionados a amplificacao de falsos positivos (39). Para além da contaminacao o controlo negativo
garante que os reagentes sao especificos para o DNA alvo (28) e ajuda a descartar a possibilidade da
formacao de dimeros de primer, que poderia ser amplificado.

0 controlo positivo € uma amostra conhecida de DNA que replica as mesmas condicoes de reacao do DNA
alvo. Este serve para controlar os reagentes da reacao, ou seja, o uso dos controlos positivos ajuda a
excluir a possibilidade de falso-negativos da PCR que pode ser causado pela baixa qualidade de um ou

mais componentes da reacdo ou por omissao errada de um dos constituintes da mistura de PCR (40).
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A Avaliacao externa da qualidade é feita pela comparacao do desempenho do laboratério com outros
laboratdrios que utilizem os mesmos métodos. Andlise comparativa destes dados permite reforcar a
garantia dos resultados obtidos pelo laboratdrio em termos de exatidao e precisao (41).

O controlo de qualidade externo no CHU Sao Joado é assegurado pelo Controle de Qualidade para
Diagndstico Molecular (QCMD) (41) que é uma organizacao Internacional independente de Avaliacdo de
Qualidade Externa (EQA), e pelo International Quality Expertise UK (NEQAS) (42). Para o efeito, o
laboratdrio recebe uma série de amostras projetadas para se assemelhar a amostras clinicamente
significativas e/ou avaliar as caracteristicas especificas de ensaios analiticos. Nesta sequéncia, é
realizado o teste com essas amostras usando o préprio teste de rotina e procedimentos padrao, além de
responder a perguntas sobre a configuracao, o método e os procedimentos do laboratdrio. Os resultados
dos testes sao enviados as instituicoes, e apds o encerramento do periodo de testes dos participantes da
EQA, os laboratdrios participantes recebem um relatdrio individual, que fornece mais detalhes do
desempenho geral de todos os participantes da EQA e do desempenho em relacdo a outros laboratdrios
que fazem parte do grupo de avaliacdo (41). O laboratdrio de Biopatologia Molecular do CHUSJ, participa
na Rede Portuguesa de Laboratdrios para o Diagndstico da Gripe (PNVG) do Instituto Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge (INSA), que tem como objetivo assegurar a vigilancia epidemioldgica da gripe em
Portugal. Atualmente o laboratdrio participa no novo programa de EQA para a dete¢ao do virus SARS-
CoV-2 disponibilizado pelo Programa Nacional de Avaliacao Externa da Qualidade (PNAEQ), cujo objetivo

é avaliar o desempenho dos procedimentos para o diagndstico laboratorial em laboratdrios de forma a

garantir a qualidade e fiabilidade dos seus resultados (43).
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3. Estudo de caso: Identificacao de pneumonia por Pneumocystis jirovecii em

amostras de sangue
3.1. Contextualizacao

Nesta seccao descreve-se as competéncias desenvolvidas ao longo deste estagio a nivel de aplicacao
das técnicas de Biologia Molecular a um estudo de caso.
Durante o periodo de estdgio foi solicitada a pesquisa de infecao por Pneumocystis jirovecii num paciente
do sexo masculino de 56 anos que apresentava fibrose pulmonar a partir de uma amostra de sangue. A
pesquisa deste microrganismo € habitualmente realizada em amostras respiratdrias, a partir de métodos
de coloracdo convencionais, por testes de imunofluorescéncia direta ou indireta (principalmente
anticorpos anticystis) , e pela técnica de PCR em tempo real (44) . A colheita das amostras respiratdrias,
nomeadamente do escarro induzido e liquido de lavagem broncoalveolar (45) requerem preparacao
cuidadosa e técnicos qualificados para processar (45) ja que é um método invasivo.
Na sequéncia do pedido de pesquisa de Pneumocystis jirovecii em amostra de sangue foi decidido pela
equipa de trabalho deste laboratdrio realizar o pré-tratamento da amostra de trés formas distintas e
posterior extracao do DNA. Aquando da realizacao da amplificacdo do DNA, foi detetado DNA de
Pneumocystis jirovecii a partir do plasma, que foi obtido por centrifugacao. Na sequéncia deste resultado
foi pesquisada a literatura de forma a se iniciar um protocolo que pudesse no futuro dar robustez a
realizacao da pesquisa deste microrganismo em amostras de sangue.
Existem estudos descritos naliteratura que indicam ainvasao sanguinea durante ainfecao aguda, e sendo
0 soro uma amostra bioldgica prontamente disponivel, a possibilidade de tentar a detecao do DNA de
Pneumocystis jirovecii por PCR em tempo real, pode ser considerado uma mais valia, principalmente para
doentes que nao podem ser submetidos a um procedimento invasivo devido a problemas clinicos, tais
como tosse, insuficiéncia respiratdria entre outros (45). Neste contexto, foi proposto realizar um estudo,
com o objetivo de detetar o Pneumocystis jirovecii em amostras de soro (46,47) em individuos com

diagndstico de infecao por Pneumocystis jirovecii, obtido previamente a partir de amostras respiratdrias.

311 Pneumocystis jirovecii

Pneumocystis spp. é um organismo antigo que co-evoluiu com os mamiferos (48). O organismo
Pneumocystis spp. encontrado em humanos, inicialmente denominado de Pneumocystis carinii f. sp.
hominis foi descrito pela primeira vez em 1909 por Carlos Chagas (49) que o identificou erroneamente
como Trypanosoma cruzi. Todavia em 1912, no Instituto Pasteur em Paris, os investigadores Delanoé

realizaram estudos em ratos livres de Trypanosoma e classificaram-no como sendo um protozoario (48).
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Em 1988, a sequenciacao do rRNA e andlises subsequentes, comprovaram que o Pneumocystis pertence
ao Reino Fungi e sub-reino Dikarya estando incluido no filo Ascomycota (48). Estudos mais detalhados
das subespécies do organismo Pneumocystis spp. serviu de base para que houvesse a alteracao do seu
nome para Pneumocystis jirovecii por Frenkel em 1999 (50). Por pertencer ao Reino Fungi, é um
organismo eucarionte unicelular oportunista, causador de Pneumocystis Pneumonia (PCP ou PcP-
Pneumocystis pneumonia (50)) em humanos (51). A pneumonia por Pneumocystis jirovecii é das doencas
infeciosas oportunistas mais comuns em infetados por virus da imunodeficiéncia humana (52).
Portadores imunocompetentes podem servir como reservatdrio e espalhar o fungo de um individuo para
outro, por isso é considerado como antroponose (53). E transmitido principalmente pela inalacdo de
particulas transportadas pelo ar a uma distancia suficientemente proxima (49).

A transmissao de Pneumocystis a partir de pessoas assintomaticas é um fendmeno conhecido como
colonizacao, fendmeno importante a se considerar, pois, para além da transmissao entre pessoas,
individuos que ja estdo colonizados também correm o risco de desenvolver PcP em caso de diminuicao da
imunidade (54). A transmissao nosocomial, ja € referida na literatura como uma forma de aquisicao de
infecdo. Estudos realizados no departamento de nefrologia do Hospital Universitario de Reims (Franca)
forneceram argumentos a favor do papel dos pacientes colonizados como fonte de proliferacao no

contexto de infecdes associadas aos cuidados de satide (53).

312. Epidemiologia

Os primeiros casos clinicos de PcP foram relatados durante a Segunda Guerra Mundial em orfanatos na
Europa, eram comuns entre criangas desnutridas e mais tarde foram relatados em criancas em orfanatos
iranianos. Com a epidemia da Sindrome da imunodeficiéncia adquirida- SIDA nos anos 80, mudou a
incidéncia de PcP de uma doenca rara para uma pneumonia mais comum e logo se tornou numa das
principais doencas definidoras de infecao por HIV, desenvolvendo em 60% a 80% dos pacientes adultos
em paises com elevado indice de desenvolvimento. O primeiro declinio da incidéncia de PcP nos paises
industrializados, ocorreu em 1989 a percentagem de casos de SIDA com PcP caiu de 53% nesse ano para
42% em 1992. Entre os anos de 1992 a 1995 a taxa de PcP reduziu para 3,4%, devido ao uso da terapia
antirretroviral combinada (55). Aincidéncia de PcP em paises de baixo e médio indice de desenvolvimento
difere da incidéncia em paises com elevado indice de desenvolvimento. A PcP é relatada como sendo
pouco frequente na Africa (46,49), a maioria dos estudos iniciais aponta para taxas de prevaléncia de 0%
a 1% em pacientes infetados pelo HIV. No entanto, a PcP pode nao ter sido comumente declarado na
Africa por varios motivos ligados essencialmente a limitacdo de recursos financeiros, humanos e
materiais. Por exemplo, recursos limitados para o diagndstico, a necessidade de pessoal de laboratdrio

experiente para preparar amostras e interpretar resultados de diagndstico, bem como o custo elevado de
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equipamentos e pessoal especializados para obter amostras adequadas (38,39). A incidéncia de PcP em
Africa pode estar a aumentar a medida que a epidemia de SIDA aumente (55).

Estudos indicam que a mortalidade associada a pneumonia por Pneumocystis sp, permanece elevada, e
geralmente é mais elevada em pacientes sem SIDA, em comparacao com pacientes com SIDA. Em
pacientes com SIDA, a pneumonia por Pneumocystis sp. tem uma mortalidade de 10 a 30% e em
pacientes nao infetados por HIV a mortalidade é de 40 a 70% (54), por isso é importante ter especial
atencao a esse grupo de doentes imunocomprometidos.

Apesar dos declinios de mortes e doencas por HIV no mundo desenvolvido a PcP continua a ser uma
doenca importante e improvavel de ser erradicada. Segundo Francis Gigliotti e Terry W Wright o
Pneumocystis sp. ainda é mantido na populacao humana (57), e em 2017, a pneumonia por Pneumocystis
sp. estava entre as doencas indicativas de SIDA mais comuns diagnosticadas na UE / EEE com umataxa
de 21%, segundo o Centro Europeu de Prevencao e Controle de Doencas (58). Esta doenca também ocorre
em pacientes que ainda nao foram diagnosticados com HIV ou nao estao em tratamento médico, naqueles
que nao recebem tratamento para PcP, assim como, aqueles que nao tomam ou nao respondem a terapia
antirretroviral. Constata-se que casos de infecdes por HIV resistentes a medicacao, podem contribuir no
futuro para que haja um aumento da incidéncia de PcP (55).

Segundo os dados de vigilancia epidemioldgica da infecao por HIV em Portugal de 1983-2018 publicados
no relatério conjunto da Direcao Geral de Satide- DGS e do INSA, ainfecao por Pneumocystis jirovecii esta
classificado como a segunda patologia mais frequente referida no total de casos diagnosticados com um
total de 20,9%, e nos trés anos mais recentes, tornou-se a mais frequente emrelacao as doencas listadas

como doencas definidoras de SIDA (59).

313. Morfologia e Ciclo de Vida

A maioria dos estudos relata a impossibilidade de obter crescimento do Pneumocystis jirovecii em
cultura, o que dificulta a compreensao da sua morfologia e caraterizacao do ciclo de vida na sua totalidade.
Esta situacao foi ultrapassada através do estudo microscépico de organismos isolados diretamente do
pulmao infetado (33,34), e a percecao de que o seu ciclo de vida é compativel com o ciclo de vida de outros
fungos ascomicetes (49). Entretanto, um estudo de 2014 (60) descreve a primeira cultura e propagacao
bem-sucedida de Pneumocystis jirovecii a partir do liquido de lavagem broncoalveolar (LBA), usando um
sistema de cultura de interface ar-liquido tridimensional formado pela linha celular epitelial respiratdria
CuFi-8. No entanto, o seu uso em laboratdrios de diagndstico de rotina é limitado pois requer cultura
celular e ainda apresenta um custo elevado.

Pneumocystis jirovecii existe quase exclusivamente dentro dos pulmdes dos hospedeiros infetados,

apresenta muitas caracteristicas, que o permitem denominar como um microrganismo biotrdfico
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obrigatdrio (48). Os estudos de microscdpia eletronica mostraram que durante o ciclo de vida de
Pneumocystis , depara-se com trés formas morfoldgicas de desenvolvimento: a forma tréfica no estadio
inicial, a forma pré-cisto na fase intermedidria, e o cisto no estadio tardio, também conhecido como caso
de esporos ou ascus (48,54).

A forma tréfica de Pneumocystis predomina nos pulmoes durante a infecao ativa e preenche o espaco
alveolar, com apenas algumas formas cisticas e pré- cisticas presentes (48,61) e € mononuclear e de
paredes finas. As formas trdficas variam de forma de acordo com o periodo do ciclo de vida/reprodutivo
ou das condi¢6es ambientais, ou seja, sao pleomdrficas. Caracterizam-se por ser altamente irregular e
varidveis em comprimento, podendo ir de 1a 8 pm de comprimento. Apresenta varias estruturas pseudo-
hifas que a podem ajudar a ancorar preferencialmente as células epiteliais alveolares tipo | nos alvéolos
hospedeiros. Quando é analisada de forma ultra-estrutural apresenta um ntcleo dnico cercado por uma
fina membrana nuclear, reticulo endoplasmatico liso e rugoso, granulos de glicogénio e, geralmente, uma
Unica mitocondria (48).

As formas tréficas sao predominantemente haploides, embora também possam existir formas dipldides
(61) em pequena quantidade (49). Na literatura é admitido que a forma trdfica constitui o estadio
proliferativo e a fase assexuada do ciclo (54). No entanto, ha evidéncias crescentes de que Pneumocystis
tem uma fase do ciclo de vida sexual.

A forma pré-cisto corresponde a um estadio intermédio de desenvolvimento, que pode ser um estadio
intermediario na reproducao sexual. A forma pré-cisto tem uma forma mais esférica, com
aproximadamente 4-8 pm. No seu formato inicial do pré-cisto ele é redondo e mononuclear, com
composicao de parede celular semelhante a forma tréfica, exceto pelo fato de que as pseudo-hifas estao
ausentes (48). Os cistos tém o papel principal na propagacao de Pneumocystis , estes sao gerados
durante afase sexual, como resultado da conjugacao de trofozoitos (54).

No estadio tardio- estadio reprodutivo do desenvolvimento do ciclo de vida, aparece a forma cistica, que
é uma estrutura tipo ascus ou esporo, tém 4-8pm de comprimento. As formas trdéficas jovens sao
libertadas a partir de cistos maduros, os quais se ligam as células epiteliais alveolares tipo | do mamifero
hospedeiro (48). Como observado na figura 8, o ciclo de vida do Pneumocystis jirovecii tem uma fase
assexuada, na qual ocorre a reproducao de trofozoitos, e outra sexuada, que culmina com a formacao do
cisto maduro (62).

De maneira esquematica, a reproducao sexuada inicia-se com a rutura de um cisto maduro, ocorrendo a
libertacao dos corpos intracisticos. Cada um destes corpos intracisticos evolui para um novo trofozoito,
dando assim, inicio a um novo ciclo de desenvolvimento. Na fase assexuada ocorre a reproducao de

trofozoitos por divisao bindria ou por endogenia (62).
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Figura 8: Ciclo de vida sexuada. Adaptada (61)

Apds a infecao, a adesao estimula uma resposta imune no hospedeiro, causando lesées pulmonares.
Quando a infecdo ocorre num hospedeiro imunocompetente, é possivel observar uma leve inflamacao e
pouco dano excessivo nos pulmaes, por acao das citocinas pré-inflamatdrias, quimiocinas e infiltrados
celulares. Acredita-se que nestes hospedeiros, ocorre uma resposta equilibrada das células TCD4+ e
CD8+. No entanto, quando a infecao ocorre em hospedeiros imunocomprometidos, a inflamacao
exuberante promove forte lesao pulmonar devido a resposta hiperinflamatdria que danifica os pulmoes e
nao elimina a infecao. Isto ocorre porque a resposta imunitdria inicia pelas células TCD8+, devido a falta
de células TCD4+ (52). Os neutrdfilos e células TCD8+, induzem danos alveolares prejudicando também
as trocas gasosas, levando a insuficiéncia respiratdria (49).

A exposicao no decorrer dainfancia pode resultar em casos ligeiros ou subclinicos. Contrariamente ao que
se pensava a PcP resulta da aquisicao de novo fungo, e nao da reativacao de formas latentes de
Pneumocystis jirovecii presentes nos pulmdes (53). A imunidade mediada por células inatas
normalmente erradica esse agente patogénico. No entanto, com baixa contagem de linfécitos TCD4+

(<200 células/uL) nao o podem erradicar apenas com imunidade inata (52) .

314. Gruposde Risco

Sao considerados grupos de risco os doentes infetados pelo HIV e os nao infetados por HIV que tém
outras condicdes fisioldgicas que os tornam suscetiveis. Comojareferido, com a epidemia de HIV nos anos
80, 75% dos individuos com SIDA, foram infetados resultando em taxas de mortalidade de até 40%. Mais
de 90% dos casos de PcP ocorreram em doentes com contagem de linfécitos TCD4 + <200

células/mm? (63). A PcP afeta principalmente individuos que sao diagnosticados tardiamente, que
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desconhecem a suainfecao pelo HIV, ou entao aqueles que nao estao areceber cuidados continuos contra
ainfecao (63).

Tem vindo a crescer o numero de casos em que a PcP tem sido diagnosticada em pacientes
imunocomprometidos, nao infetados pelo HIV, tais como: a) doentes pds-transplante, como por exemplo,
pacientes submetidos a transplante de células-tronco hematopoiéticas, pacientes submetidos a
transplante de 6rgaos sélidos; b) doentes Hemato-oncoldgicos, que apresentam um risco substancial de
desenvolver PcP, em especial pacientes com leucemia (como leucemia linfatica aguda) e disturbios
linfoproliferativos (como leucemia linfdtica crénica e linfomas nao-Hodgkin); c) recém-nascidos
prematuros sao também considerados de risco (52); d) doentes sob medicacao imunossupressora por
doencas autoimunes, pois as condicoes inflamatdrias destas doencas e os regimes terapias com
imunossupressores contribuem para o risco de PcP. Até 20% dos casos de PcP ocorrem em pacientes
com doencas inflamatdrias. Verifica-se maior incidéncia nos casos de poliarterite nodosa, granulomatose
com poliangiite, dermatomiosite/polimiosite e doencas pulmonares intersticiais em doentes com artrite

reumatdide, doenca pulmonar cronica (50,63).

315. Manifestacoes Clinicas

0 inicio da pneumonia por Pneumocystis jirovecii pode ter uma progressao rapida ou lenta. Estudos de
coorte retrospetiva jd realizados de casos de PcP em pacientes nao infetados pelo HIV, evidenciam um
inicio mais agudo dos sintomas ou até mesmo apresentam menos sintomas no diagndstico,
comparativamente com pacientes com SIDA. No entanto, nestes casos hda uma progressao mais rapida da
doenca, e foram relatadas taxas de mortalidades mais elevadas, que podem ser atribuidas, em parte ao
atraso no inicio de uma terapia anti-infeciosa especifica (63). Os principais sintomas que podem estar
presentes sao febre, dispneia e tosse improdutiva. A hipdxia / insuficiéncia respiratéria também é
frequente, enquanto que dispneia e tosse sao menos frequentes (63). A febre ou temperatura subfebril
também é um sintoma a considerar. Para além destes sintomas, a candidiase oral e a perda substancial
de peso também sao frequentemente observadas. Um alto nivel de LDH é um sinal desfavordvel e pode
indicar a gravidade de infecao. Por outro lado, a proteina C reativa geralmente é normal, desde que nao
haja outras infecdes concomitantes (63).

Em pacientes infetados com HIV, perante a auséncia de tratamento, o percurso da infecao termina quase
sempre em morte (57). Nesses casos, depara-se com uminicio subagudo/ crénico dos sintomas, ao longo
de vdrios dias e até semanas, o que permite a diferenciacao de uma pneumonia bacteriana, apesar disso a
deterioracao pode ocorrer de forma rapida. E ha risco de deterioracao repentina apés uma longa fase

estdvel da doenca.
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316. Diagndstico

As amostras clinicas comumente utilizadas no diagndstico da Pneumocystis jirovecii podem ser
categorizadas em duas classes, as obtidas por técnicas invasivas (46) e as obtidas por técnicas nao
invasivas (64) . As amostras obtidas por técnicas invasivas sao as bGopsias pulmonares e o lavado
bronco-alveolar (LBA). As amostras obtidas por técnicas ndo invasivas sao, expectoracao induzida (El),
expcetoracdo espontanea, secrecdes bronquicas (SB), aspirado nasofaringeo ou lavado oral (LO) (45,46).
As orientacdes para o diagndstico de infecao por Pneumocystis jirovecii, geralmente recomendam a
combinacao de diferentes métodos. De entre os métodos de diagndsticos usados, as técnicas
radioldgicas do térax sao aplicadas durante as fases iniciais da doenca (66), mostram particularmente
doenca alveolar bilateral, infiltrados intersticiais peri-hilares e bilaterais com mais frequéncia de lesdes /
caries cisticas (63). Tem a desvantagem de que em alguns casos, nenhuma anomalia radiografica é
detetavel no inicio dos sintomas (57). No entanto a técnica de tomografia computadorizada (TC) é mais
sensivel, pois fornece evidéncias de infecao mesmo durante os estdgios iniciais da doenca em pacientes
nao infetados pelo HIV (66).

O diagndstico padrao da PcP requer a visualizacao de cistos de Pneumocystis jirovecii no parénquima
pulmonar (57), por exame microscépico de secrecdes respiratdrias. Para isso sao usados métodos
convencionais de coloracao ou de imunofluorescéncia indiretos, com anticorpos monoclonais
direcionados aos cistos de Pneumocystis irovecii (63), o que é mais rdpido e inequivoco. Entretanto, a
aplicacao deste método de diagndstico apresenta limitacoes, a primeira é que a andlise microscdpica esta
dependente das habilidades e da experiéncia do observador, para além disso a baixa carga flingica pode
impedir observagao microscapica. E por fim, a analise é realizada em amostras colhidas durante ainducao
de escarro, o que pode nao ser tolerado por alguns pacientes, ou entao recorre-se a métodos mais
invasivos para obtencdo de amostras como lavado broncoalveolar (LBA) e bidpsias pulmonares (54).

A aplicacao de técnicas de diagndsticos mais recentes, tais como, 3-D-Glucano e a PCR em tempo real,
apresentam maior vantagem devido a rapidez de resultados e maior sensibilidade em relacao as técnicas
acima mencionadas. Além disso melhora o desempenho ao testar amostras menos invasivas, como
amostras respiratdrias superiores ou soro/sangue, aliviando a pressao clinica (66).

0 ensaio sérico 1,3-p-D-glucano é uma opcao de diagndstico altamente sensivel (63). 0 1,3- 3 -D-
glucano (BDG) é o constituinte comum da parede celular da maioria dos fungos patogénicos, incluindo
Pneumocystis jirovecii, por esse fato tornou-se num biomarcador util para algumas doencas fingicas
invasivas (IFDs) (65). No entanto, ndo deve ser usado como um tinico teste diagndstico para PcP, pelo
contrario em contexto clinico deve ser um teste complementar. Considerando que a BDG é um

componente comum a vdrias espécies de fungos, como Candida spp., Fusarium spp. e Aspergillus spp, a
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utilizacao deste método apresenta algumas controversas, porque o resultado pode ser dibio em
pacientes sintomdticos colonizados (65).

A PCR emtempo real é um método de diagnéstico adicional importante, particularmente em pacientes nao
infetados pelo HIV. Trata-se de um ensaio altamente sensivel quando comparado aos métodos mais
convencionais (67). Este método permite a detecao de cargas flngicas muito baixas, que podem ser
consideradas como colonizacdo (63). De acordo com os autores Salzer HJF., Schafe G et al, a sensibilidade
da PCR é maior em relacao a microscopia. O PCR quantitativo em tempo real no liquido do LBA, apresenta

uma sensibilidade de 94 a 99%, e uma especificidade de 89 a 91% (63).

3.2. Metodologia

Neste estudo descritivo transversal foi realizada a pesquisa do Pneumocystis Jirovecii em 4 amostras de
doentes, 3 homens e 1Tmulher, comidades entre 36 e 79 anos infetados pelo virus HIV. Todos os pacientes
ja tinham sido submetidos a pesquisa de Pneumocystis Jirovecii pelas técnicas de Biologia Molecular em
amostras de secrecao brénquica/lavado bronquico, com resultando positivo. O processo de extracao de
DNA das amostras respiratorias foi realizada pelo protocolo de extracao habitual do laboratdrio de
Biopatologia Molecular do CHUSI. E o protocolo de amplificacao executado foi igual ao aplicado em
amostras de sangue (plasma e soro).

Para a realizacao da pesquisa de Pneumocystis jirovecii nas amostras de sangue dos doentes quando
nao se encontrava disponivel amostra no Laboratdrio de Biopatologia Molecular, recorreu-se a outros
laboratdrios do Hospital de Sao Joao que possuiam amostras armazenadas destes doentes.

Extracao

O protocolo de extracao do DNA a partir das amostras de soro e plasma, foi feita com o uso do kit EZ1
Virus Mini Kit v2.0 da Qiagen® (7) a partir de 400 pl da amostra, que usa a tecnologia de particulas
magnéticas revestidas com silica, passando pelas etapas de lise na presenca da proteinase K e tampao de
lise, que garantem a digestao das proteinas e inativacao das RNases. Seqgue-se ao passo da ligacao dos
acidos nucleicos as particulas magnéticas para permitir uma détima adsorcao de dcidos nucleicos na
superficie da silica. As condicoes de sais e pH garantem que proteinas e outros contaminantes, nao
estejam ligados as particulas magnéticas. De seguida passa-se a etapa das lavagens com tampdes de

lavagem, e por fim a eluicao com o tampao AVE ficando com o produto final 60 pl, ilustrado nafigura 9.
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Figura 9 - Procedimento de Extracdo de Acidos Nucleicos. Adaptada de (7)

Amplificacao

O protocolo de amplificacao do DNA por PCR em tempo real que é uma técnica in house, comecou pela
preparacao da Master Mix. A composi¢cao numérica da Master Mix é 35 pl do MM Sybergreen, e 2,5 pl do
Primer Reverse-5S-antisense que tem como sequéncia nucledtidica: 5'-AAA GCT ACAGCACGT CGT AT-
3" e 25 pl e do primer Foward- 55-sense que tem como sequéncia nucledtidica: 5°-AGT TAC GGC CAT
ACCTCA GA-3'. Adistribuicao da mastermix para cada microtubo foi de 40 pl e 10 pl da amostra extraida.
O DNA alvo que se pretende detetar é o gene 55 rDNA. As condi¢des da reacao de PCR estabelecidas
foram num total de 50 ciclos, com o sequinte esquema de tempo/temperaturas: 12 desnaturacao 15
segundos, 95°C; 22 annealing 30 sequndos, 552C; 32 extencao 30 segundos; 72°C (com aquisicao em
FAM) e 4° 10 segundos; 84°C, consecutivamente até 50 ciclos. A detecdo do DNA é feita pelo uso de
corantes fluorescentes inespecificos, SYBR Green, e a curva de melting é formada na seguinte

temperatura/tempos: 60° C ;30 e 60 segundos.

Tabela 1 Preparacao da reacao de amplificacao

Reagentes Volume
MM sybergreen 35ul
Primer PCR 25ul
Primer PCF 25 ul
Volume Final mix 40 ul
DNA 10 ul
Volume final da reacao 50l
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3.3. Resultados e Discussao

A andlise dos resultados da detecao de Pneumocystis jirovecii no laboratdrio de Biopatologia Molecular

do CHUS]J, é de caracter qualitativo, ou seja, as amostras sao classificadas com um resultado positivo ou

negativo.

Apds a reacao de PCR, constatou-se que todas as amostras de soro analisadas apresentaram um

resultado positivo. A tabela 2 apresenta de forma resumida os resultados obtidos. As figuras 7 e 8,

apresentam para cadaamostraas curvas de amplificacdo do DNA e a curva de melting. As amostras foram

amplificadas com picos de desnaturacao que variam de 60 a 65°C, e com o C; de 36,67 para os controlos

positivos e os C; das amostras com variacao entre 33,2 e 38,53.

Tabela 2 Sintese dos resultados obtidos

Utentes Amostras Respiratdria Plasma
Utente 1 POSITIVO sem amostra
Utente 3 POSITIVO sem amostra
Utente: 4 POSITIVO sem amostra
Utente 2 POSITIVO NEGATIVO
Cor Nome G
Cp ppc 26,67

Utente3 | 35,26

Quantitation data for Cycling A.FAM Melt data for Melt A.FAM
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Figura 10 Curva de amplificacdo e Curva de Melting do Utente n°3
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Figura 11 Curva de amplificacao e Curva de Melting

Como referido anteriormente, o diagndstico cldssico da Pneumocystis jirovecii é essencialmente por
métodos de coloracao e posterior visualizacao microscépica do liquido do LBA, escarro ou lavagem
orofaringea (68). No entanto, tem como desvantagem haixa sensibilidade, devido a varios fatores, como
por exemplo a falta de experiéncia do observador (47), sendo por isso ideal o desenvolvimento de
protocolos mais sensiveis e mais especificos. Os testes moleculares podem ultrapassar estas limitacoes.
Protocolos de PCR em tempo real quantitativos em amostras respiratdrias permitem uma maior
sensibilidade que a visualizacdo microscépica (69-71). Contudo, conforme jd referido, as amostras
respiratdrias convencionais, tais como lavagem broncoalveolar e expetoracao induzida podem ser dificeis
de obter. Para além disso, a broncoscopia é um procedimento invasivo, o qual pode conduzir a um risco
acrescido para o doente (47). Assim, é de mais valia poder implementar um protocolo que permita
identificar o Pneumocystis jirovecii utilizando uma amostra de mais facil obtencao e menos invasiva.

Desde o inicio da década de S0 que tém surgido varios estudos para a detecao deste microrganismo a
partir de amostras de soro, em que relatam que a frequéncia de detecao do DNA do Pneumocystis sp.por
PCR no sangue mostrou grande variabilidade (72). No entanto, esta variabilidade pode ser explicada por
vdrias hipéteses, tais como um baixo nimero de cépias do DNA molde presente no sangue, uma
suscetibilidade (ou labilidade) peculiar de sequéncias especificas a DNAse séricas do hospedeiro ou outros
fatores intrinsecos relacionados ao microrganismo, como diferencas na invasao (45). Para além disso as
diferencas nos protocolos de extracao nao automatizados de DNA e ensaios de PCR convencional

utilizados nos diferentes estudos, podem explicar também essas variacdes (46). Na revisao da literatura
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de Wang Dong et al, de artigos relacionados a detecao de DNA no soro, demonstraram que estudos
realizados entre os anos de 1991 e 2012 apresentam sensibilidade que varia de 0% a 100%, enquanto que

a especificidade variou de 86,4% a100% (47), como resumido na tabela 3.

Tabela 3 Sensibilidade e Especificidade da pesquisa do DNA no soro no diagndstico de PcP. Tabela adaptada de (47)

Ano Sensibilidade (%) Especificidade (%)
1991 389 -

1992 857 100

1995 100- Com a sequéncia alvo- ITSs 100

10- Com a sequéncia alvo-DHFR

1996 0 -

1996 100 -

1997 7.7 86,4

1998 74 100

2012 90,0 100

Legenda: DHFR: di-hidrofolato redutase do inglés dihydrofolate reductase, ITSs: espacadores internos transcritos

No entanto, varios estudos relataram ser possivel a detecao de Pneumocystis jirovecii em amostras de
soro por PCR em tempo real face a outros tipos de diagndsticos, comparando-os quanto a sensibilidade e
especificidade. Num estudo cujo objetivo foi avaliar o potencial diagnéstico de PCR em tempo real de
Pneumocystis jirovecii no soro combinado com o teste 1,3- 3 -D-glucano como alternativa do diagndstico
de PcP em pacientes infetados pelo HIV, comprovou-se a detecao do DNA de Pneumocystis jirovecii no
soro, produzindo assim uma sensibilidade de detecao de 100% (46) . Este estudo apoia a hipétese de que
um resultado positivo de PCR em soro poder ser usado para confirmar a infecao. Este resultado, vai de
encontro com os resultados encontrados (tabela 2) no presente estudo de caso. Outro estudo de 2017 (47),
que tinha como objetivo revelar o valor diagndstico do DNA no soro através do método de PCR em tempo
real quando comparado com a coloracdo de metenamina de prata de Grocott-Gomori (GMS), obtiveram
como resultado uma sensibilidade da PCR de 77,8% na pesquisa do DNA em amostras de soro,
sensibilidade esta semelhante para amostras de LBA e a PCR do escarro. No entanto, neste mesmo
estudo comprovaram que a especificidade da PCR no soro foi de 79,3%, resultado superior ao obtido na
PCR deliquido com LBA e da PCR de escarro. Assim, verificou-se que a detecao por PCR no soro é sensivel

e especifica, pelo que parece ser um excelente método para a detecao do Pneumocystis sp.
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Embora o nimero de doentes na nossa amostra seja muito reduzido, os nossos resultados apontam no
sentido dos estudos de PCR em tempo real acima referidos. Neste caso, em todas as amostras de soro
testadas obtivemos um resultado positivo para Pneumocystis jiroveci.

No caso do utente n? 2, nao foi possivel a obtencao de amostra de soro, apenas se conseguiu uma amostra
de plasma, contudo, a PCR a partir desta amostra deu um resultado negativo. Hammarstrém et al, 2019
(46), refere num estudo piloto que testaram diferentes fracdes do sangue para pesquisa de Pneumocystis
jirovecii ter verificado uma elevada taxa de inibicao da PCR quando utilizavam amostras de plasma, o que
nao acontecia com as amostras de soro, podendo esta razao justificar o resultado obtido para o doente n?
2.

Outra varidvel a ter em consideracao nestes ensaios € o gene a ser amplificado. Existem na literatura um
conjunto de genes alvo para pesquisa do Pneumocystis, que sao: o gene 18S rRNA, rRNA mitocondrial (mt
rRNA), 55 rRNA, a timididase sintase (TS), diidrofolato redutase (DHFR) e ITS (internal transcribed
spacers) (73). Lu, Jang-jih et al, desenvolveram um método designado Pc-ITS-PCR, onde utilizaram o
Nested PCR para amplificar espacadores internos transcritos (ITS) dos genes de rRNA, e concluiram que
este gene (Pc-ITS) é o mais sensivel e especifico em comparacao com outros genes alvo (73). Face aisso,
pode-se concluir que a implementacao deste gene alvo num possivel protocolo aumentaria a
probabilidade de detecao de Pneumocystis sp..

Na literatura existem estudos em que utilizam PCR em tempo real quantitativa que permitem, para além
de verificar a presenca do Pneumocystis jirovecii, quantificar o nimero de cdpias presente na amostra,
bem como a eficiéncia da reacao. Neste estudo de caso, apenas obtivemos como resultado positivo ou
negativo, impossibilitando esta analise quantitativa.

Todavia, os condicionantes acima apontados nao tiram arelevancia do presente estudo de caso e encoraja
estudos futuros mais aprofundados no sentido de validar um método de detecao menos invasivo. Este
investimento inicial sem duvida serd compensado pelas vantagens de podermos realizar protocolo com
amostras de soro que sao muito mais faceis e menos dispendiosas de recolher do que as amostras de LBA
e, por outro lado, possibilitara o diagndstico de PcP em doentes para os quais 0s procedimentos de

broncoscopiainvasiva sao dificeis, e até nao recomendados em casos complicados (73).
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4. Conclusao

Este relatdrio de estagio teve por funcao a descricao das atividades realizadas ao longo do periodo de
estdgio curricular, cumprindo-se assim o objetivo de consolidar tanto na vertente tedrica como na
vertente pratica os conhecimentos e competéncias a nivel da extragao de dcidos nucleicos e dareagao em
cadeia da polimerase aplicadas ao diagndstico microbioldgico clinico. Com efeito, o presente relatdrio
descreve as atividades realizadas durante o referido periodo, destacando o estudo de caso, com o enfoque
na detecao de Pneumocistos jirovecci. Tendo sido jd evidenciado a detecao de Pneumocystis jirovecci
em amostras de soro, a proposta estabelecida foi tentar clarificar esta evidéncia. O resultado obtido neste
estudo de caso, demonstrou como positivo para todas as amostras de soro analisadas, o que aponta a
viabilidade e detecao deste microrganismo no soro.

Com este resultado constata-se que devido a alta sensibilidade e especificidade de detetar o
Pneumocystis no soro é de mais valia estabelecer o diagndstico de PcP através desta metodologia, pela
rapidez e precisao do diagndstico, e por ser uma forma menos invasiva para doentes que nao toleram
tecnicas mais invasivas. Embora seja um estudo exploratério para o laboratdrio de Biopatologia
Molecular, tem valor capital ja que é um método mais rapido., mais simples e mais econémico.

Como perspetiva futura, seria uma mais valia a validacao desta metodologia, pela implementacao de um
estudo com uma amostra estatisticamente significativa que inclua amostras LBA e soro de pacientes que
apresentam dois dos trés sinais clinicos de PcP. Este desenho de estudo permitira assim comparar os
resultados obtidos a partir de amostra respiratdria e soro, quanto a especificidade e a sensibilidade,
sempre acompanhado dos resultados obtidos pelo padrao, avaliacao microscdpica de LBA.

Poderia ainda ter interesse desenvolver um protocolo de PCR quantitativo hem como desenhar primers
para genes alvo que, noutros estudos, apresentaram melhores resultados para a pesquisa do

Pneumocystis jirovecii.
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Anexo

Anexo 1 Lista de Bactérias e Virus, pesquisados no laboratdrio de biopatologia molecular do CHUSJ

Bactérias

Acanthamoeba spp

Bartonella spp

Bordetella pertussis e parapertussis

Borrelia burgdorferi

Brucella spp

Burkholderia cepacia

Campylobacter spp

Chamydia spp

Clostridium difficile

Coxiella Burnetii

Corynebacterium diphtheriae

Francisella tularensis

Haemophilus spp

Helicobacter pylori

Helicobacter pylori (resisténcia

claritromicina)

Virus

Adenovirus

Bocavirus

Enterovirus

Hantavirus

HPV6/11

Metapneumovirus

Norovirus

Parechovirus

Parvovirus B19

Rhinovirus

Virus BK

Chikungunya

Citomegdlico

Coriomeningite linfocitica

Dengue
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Kingella kingae

Legionella pneumophila

Leptospira spp

Listeria spp

Mycobacterium spp

Mycobacterium

tuberculosis(complex)

Mycoplasma genitalium

Neisseria spp

Nocardia spp

Rickettsia spp

Rickettsia conorii

Streptococcus pneumoniae

Tropheryma Whipplei

Treponema pallidum

Yersinia spp

Epstein-Barr

Hepatite E

Herpes;;

Herpess s

InfluenzaAeB

Virus JC

Virus molluscum Contangiosum

Parotidite

Ruéola

Sarampo

Sincicial Respiratdrio

Virus da Toscana

Varicella-Zoster

West Nile
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Anexo 2 Lista de Bactérias e Virus, pesquisados no laboratdrio de biopatologia molecular do CHUSJ

1. Fungos

Aspergillus fumigatus
Candida Albicans

Histoplasma

Microsporidium Spp

Pneumocystis Jiroveci

Parasitas

Acanthamoeba Spp
Ballamuthia mandrillaris

Entamoeba Hystolitica

Leishmania Infantum
Naegleria
Plasmodium (Falciparum, Vivax,

Ovale Malariae)
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Anexo 3 Protocolo de Pré-tratamento da Urina

Microrganismo
Chlamydia
trachomatis,
Neisseria
Gonorrhoeae,
Mycobacterium

Leptospira

Bactérias

Cytomegalovirus
Adenoviridae
Virus BKV

JC

Parasitas Toxoplasma

Procedimentos

Etapa1
Concentracao de amostrar a
3 000 rotacao por minuto
por 15 minutos.

12Concentracao de
amostrar a 1500 rotacao
por minuto.

22Concentracao do

sobrenadante a 13500
rotacoes por minuto por 15
minutos

Concentracao de amostrar a
3 000 rotacao por minuto
por 15 minutos

Separacao de 400 pl da
amostra, para extracao
direta do dcido nucleico
19Separacao de 400 plda
amostra, para extracao
direta do acido nucleico,
22Concentracao de
amostrar a 3 000 rotacao
por minuto por 15 minutos,

para uso do buffy coat

Etapa2 Etapa3

19Digestao  do

pellet

2% Banhoaseco Extracao do

a562c DNA ou RNA
no aparelho
EZ1 com o kit
virus mini
ve.0
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Anexo 4 Protocolo de Pré-tratamento de amostras respiratdrias

Microrganismo

Bortella pertussis,
Bortela parapertussis,
Chlamydia pneumonia,

Chlamydia
trachomatis, legionella
penumonia
Chlamydophila psittaci

Bactérias
Mycobacterium
tuberculosis
Virus Bocavirus, Rhinovirus,
Adenovirus CMV,
HSV1e2 Influenza A/B
Fungos
Aspergillus fumigatus

Procedimentos
Etapa1

19Fluidificacao da
amostra com  n-l-
cysteina;

22Centrifugacao da
amostra a 3000
rotacoes por minuto a 15
minutos

192 Concentracao de 2ml

amostra  previamente
descontaminada a
15500 rotacdes por

minuto por 15 minutos

19Fluidificacao da
amostra com  n-l-
cysteina;

2%Centrifugacao da
amostra a 3000
rotacdes por minuto a 15
minutos.

19Fluidificacao da
amostra com  n-l-
cysteina;

2%Centrifugacao da
amostra fluidificada a
3000 rotacdbes por
minuto por 15 minutos

3%incubacao da amostra
45 minutos a 37% com
lyticase

Etapa2 Etapa3
Extracao no
aparelho EZ1

19Digestao do pellet advance com
o protocolo
22Banho a seco a 56°c tecidos
Banho seco a 952 por Extracaono
30 minutos do pellet aparelho
QiAcube com
o protocolo de
DNA e kit DNA
mini
Extracao da
19Digestao do pellet amostrano
aparelho EZ1
22Banho a seco a 562c com o kit virus
minive.0
19Centrifugacao a5 600 = Extracao no
rotacdes por minuto por aparelho EZ1
10 minutos advance como
protocolo
2%Digestao do pellet tecidos

32Banho a seco a 564c
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Microrganismo

Bactérias

Virus

Fungos

Anexo 5 Protocolo de Pré-tratamento de amostras de sangue

Rickettsia spp,
Coxiella burnetii
Bucella

Bartonella

EBV, BKV, HSVS8,
Adenovirus

CMV, JC, HSV1
HSV>, HSVs HSV;,
Enterovirus, PVB;s,
Rubella,
Morhillivirus

Aspergillus
fumigatus
Candida albicans

Procedimentos

19Centrifugacao da amostra de
sangue por 15 minutosa3 000 rpm.
22 Separar 400 pldo plasma

19Centrifugacao da amostra a 3
000 rpm por 15 minuto;
29Separacao de 400 pl do plasma;

32 Ainda com a mesma amostra
faz-se adigestao do buffy coatcom

Proteinase K a 569c
Extracao é feita
partir de 200 pl do sangue
total.

1°Centrifugacao a amostra de
sangue por 15 minutos a 3.000
rpm.

22 Separar 200/400 pl do plasma.

1°Adicao de 10 ml de dgua a
amostra com o0 objetivo de
provocar lise as células presentes
no sangue,

22 Centrifugacao a amostra de
sangue por 15 minutos a 3.000
rpm,

32 Lavagem do sedimento com tris
EDTA e Centrifugacao a amostrade
sangue por 15 minutos a 13.500
rpm

4%ncubacdao da amostra com
lyticase a 372c por 45 minutos,

52 Centrifugacao da amostra a uma
rotacdo de 5.200 rpm,

Extracao no aparelho EZ1
advance com o protocolo
virus

Extracao do plasma é feita
no aparelho EZ1 com o kit
virus mini 2.0, enquanto que
para o buffy coat é utilizado o
kit tecidos

Extracao da amostra no
aparelho EZ1 com o kit
Sangue

Extracao da amostra no
aparelho EZ1 com o kit virus
mini 2.0

Extracao no aparelho EZ1
advance com o protocolo
tecidos
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62 Digestao do pellet com a
proteinase K,

Anexo 6 Protocolo de Pré-tratamento do Liquido Cefalorraquidiano

Microrganismo
Procedimentos
19Centrifugagao a amostra Extracao no aparelho EZ1 advance
Mycobacterium  por 15 minutos a 13500 com o protocolo de DNA tecidos.

tub. Treponema,  rotagdes por minuto.

Leptospira 2?2 Digestao da amostra no
banho seco a 569c. A extracao da Mycobacterium Tub.
é feitano aparelho QiAcube
3%No caso da

Mycobacterium Tub., depois
Bactérias da digestao faz se a

incubacao a 95°% por 30

minutos.
Mycoplasma Extracao no aparelho EZ1advance
. . como
pneumoniae, Neis protocolo de DNA tecidos.

) o Extracao direta a partir de 200
seria meningitidis | de amostra, e levado a extrair kit tecidos

ou Meningococo,
Coxiella,
Rickettsia,
EBV, W. Nile,
HSV1e2
Adenovirus, Extracao é feita Extracao da amostra no aparelho
enterovirus a partir de 400 pldaamostra  EZ1com o kit virus mini 2.0
Virus CMV, JC, HSVe,
HSV7, Enterovirus,
PVB19
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Parasita Toxoplasma
Extracao da amostra no aparelho

EZ1 com o kit virus mini 2.0

Anexo 7 Procedimentos para extracao em Bidpsias

Microrganism Procedimentos
0s JC; PVB19;
Adenovirus; CMV,
EBV, HSV1e2, Etapa1 Etapa2 Etapa3
Enterovirus,
Rubéola, HSV8
! ) ) No casodo MTB apds a Extracao da
digestao, é feitaa
. ~ amostra no
incubacao da amostra por
30 minutos a banhos a aparelho  EZ1
seco de 959, a extracao é com o kit virus
feita no aparelho QiAcube
Virus com o protocolo DNA mini 2.0
Bactérias Bartonela spp, 19°Fragmentacao bacterias
Ricketsia spp, daamostra.
Borrelia,
Tropheryma W.,
MTB
Fungos Aspergillus 32 Incubacao da amostra a Extracao a partir
fumigetus 37% com liticase por 45 de 200 pl do
Candida Albicans minutos pellet obtido, no
Pneumocystis 22 Digestao da 4°Centrifugacao da aparelho  EZ1
jirovecii amostra ~ com amostra por 10 minutos a com o kit tecidos

proteinase K e 5600 rotagoes por minuto

Parasitas Toxoplasmag. banho a 56°c 39 Incubacao da amostra a Extracao no
Leishmaniainfant 959¢c por 15 minutos equipamento
EZ1 com o kit
tecidos
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Microrganism

0S

Virus

Bactérias

Parasitas

Anexo 8 Protocolo de Pré-tratamento de Zaragatoas

PVBig; CMV,

HSViez, Etapa1
Enterovirus,

Rubéola, HPVise1s,

Morbillivirus

19 digestao da
Neisseria G, amostra colhida
Chlamdia na zaragatoa
Trachomats, com 290 pl por
Bartonella  spp, 15 minutos a
Treponema 56%% a banho
pallidum, seco
Francisella T.
Haemophilus
ducreyi
MTB
Toxoplasma g.
Acanthamoeba
SPp,
Trichomonas
vaginallis

Procedimentos
Etapa2 Etapa3

2%Extracao da amostra
aparelho EZ1comokit virus
mini 2.0

Extracao no aparelho EZ1
com o kit tecidos. No caso
22no caso das do MTB a extracao é no
MTB, apds a aparelho Qiacube no
digestao é feitaa protocolo DNA bactérias
incubacao por
30 minutos a
95°c

Extracao no aparelho EZ1
22 Incubacao da com okittecidos
amostra por 15
minutos a 95°c
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Microrganismo
Virus

Bactérias

Fungos

Parasitas

Microrganismo

Virus

Parasitas

Fungos

Anexo 9 Protocolo de Pré-tratamento de Liquidos bioldgicos

CMV, EBV, InfA/B,
HSV6,
Enterovirus,
Adenovirus, HSV8
Borrelia
burgorferi,
Chlamydia
pneumonia,
Legionella
pneumofila,
Mycoplasma
pneumonia
Neisseria
Gonorreia

MTB

Aspergillus
fumigetus
Candida Albicans
Pneumocystis
jiroveci

Entamoeba
Hystolitica

Procedimentos

19Fluidificacao da
amostra

No caso do MTB, apds
a digestao, incubacao
da amostra por 30
minutos a 959

22Centrifugacao por 15
minutos a 3000
rotagcoes por minuto
392 Incubacao do pellet
com liticase por 45
minutos a 37°c
19Fluidificacao da
amostra

22Extracao da amostra aparelho
EZ1 com o kit virus mini 2.0

No caso do MTB a extracao é no
aparelho Qiacube

Extracao da amostra aparelho EZ1
com o kit tecidos

Anexo 10 Protocolo de Pré-tratamento de Medula Ossea

My,

HS V697
HSViez

EBV, HHV;
Leishmania
infantum
Toxoplasma
Trypanosoma B.
Aspergillus
fumigetus
Candida Albicans

PVBis,

Procedimentos

12 extracao direta de
200 pl de amostra

1%Lisar as células
vermelhas com Hz0;
22Centrifugacao por 15
minutos a 3.000 rpm
39 Incubagao a 37%
por 45 minutos com
liticase

2%Extracao da amostra aparelho
EZ1com okit blood

Extracao da amostra aparelho EZ1
com o kit tecidos
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Bactérias

Microrganismo
Virus

Bactérias

Fungos

4%  Digestao  da
amostra com PK

Brucella spp 1%Lisar as células
Coxiella B. vermelhas com Hz0;
MTB 22Centrifugacao por 15

minutos a 3.000 rpm

22 Digestao a 569
com PK

No caso do MTB, apds
a digestao incubacao
por 30 minutos a 95°c.

3%xtracao da amostra aparelho
EZ1 advance com o protocolo de
DNA tecidos.

No caso do MTB a extracao é no
aparelho Qiacube

Anexo 11 Protocolo de Pré-tratamento de Fezes

CMV, Enterovirus,
Adenovirus,
Norovirus
Clostridium difficile
Yersinia
entercolitica
Helicobacter pylori

Microsporidium
Spp

Procedimento

12Suspensao da
amostra em Tris de
EDTA
22Centrifugacao por 5
minutos a 800
rotacoes por minuto

12Suspensao de mais
ou menos 180-220

mg de fezes com
tampao InhibitEX
fornecido no kit de
extracao
2%ortexar por 1
minuto  até  ficar
homogéneo
3%ncubacao da

amostra por 5
minutos a 959

4°Centrifugar a
amostraa13.500 rpm
por 1 minuto.

5%Incubacaodde 350
ul do sobrenadante
com lyticase por 45
minutos a 37°c
62Centrifugacao por
10 minutos a 5 600
rpm

Extracao a partir de 400ul do
sobrenadante, no aparelho EZ1
com o kit virus mini 2. 0

Extracao de DNA é feita a partir
de 350 pl do sobrenadante, no
aparelho  QiAcube com o
protocolo de fezes.

Extracao de DNA é feita a partir
de 350 pl do sobrenadante, no
aparelho  QiAcube com o
protocolo de fezes.
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Anexo 12 Curva Padrao obtido por sucessiva andlise de amostras com concentragées de DNA
conhecidas. Adaptado de Bulter, 2005

Cr ;
i
Log[DNA]
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Anexo 13 Diferentes tipos de PCR, Kit Comercial e métodos utilizados para identificacao dos microrganismos nas infecoes Bacterianas

Microrganismo

Bactérias Acanthamoeba spp

Bartonella spp

Bordetella pertussis e

parapertussis

Borrelia burgdorferi

Brucella spp

Campylobacter spp

Chlamydia pneumoniae

Tipode PCR

PCR em temporeal

PCR em temporeal

PCR em tempo real

PCR em tempo real

PCR em tempo real

PCR emtemporeal

PCR em tempo real

Método de
detecao
Sonda TagMan

Sonda TagMan

Sybergreen

Sonda TagMan

Sonda TagMan

Sonda TagMan

Sonda TagMan

Kit Comercial/ In house

in house

in house

in house

Kit Comercial-BactoReal Kit

in house

in house

Kit Comercial
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Clostridium difficile

Coxiella Burnetii

Corynebacterium diphtheriae

Francisella tularensis

Haemophilus influenza

Haemophilus ducreyi

Helicobacter pylori (resisténcia

claritromicina)

Kingella kingae

Legionella pneumophila

Leptospira spp

PCR em tempo real

PCR em tempo real

PCR em tempo real

PCR em tempo real

PCR em tempo real-

PCR em tempo real

PCR em tempo real

PCR em tempo real

PCR em temporeal

PCR em tempo real

Sybergren

Sonda TagMan

Sonda TagMan

Sonda TagMan

Sybergren

Sonda TagMan

Sonda TagMan

Sybergren

Sonda TagMan

Sybergren

in house

in house

in house

in house

in house

in house

Kit Comercial

in house

Kit comer- kit repiratorio seegen

in house
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Listeria spp

Mycobacterium spp

Mycobacterium

tuberculosis(complex)

Mycoplasma genitalium

Neisseria spp

Nocardia spp

Rickettsia spp

Rickettsia conorii

Streptococcus pneumoniae

Tropheryma Whipplei

PCR em tempo real

PCR em tempo real

PCR em tempo real

PCR em tempo real

PCR em tempo real

PCR em tempo real

PCR em tempo real

PCR em tempo real

PCR em tempo real

PCR em temporeal

Sybergren

Sonda TagMan

Sonda TagMan

Sybergren

Sybergren

Sybergren

Sonda TagMan

Sonda TagMan

Sonda TagMan

Sonda TagMan

in house

in house

Kit Comercilal

in house

in house

in house

in house

in house

in house

Comercial
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Treponema pallidum PCR em tempo real Sonda TagMan in house

Yersinia spp PCR em tempo real Sonda TagMan in house

Neisseria gonorrhoeae PCR em tempo real Sonda TagMan Kit Comercial

Anexo 14 Diferentes tipos de PCR, Kit Comercial e métodos utilizados para identificacdo dos microrganismos nas infecées Virais

Virus Adenovirus PCR em tempo real Tagman in house
Bocavirus PCR em tempo real Tagman in house
Enterovirus PCR emtemporeal-RT Tagman in house
Hantavirus PCR emtemporeal-RT Tagman in house
HPV PCR em temporeal Tagman Kit Comercial
Metapneumovirus PCR emtemporeal-RT Tagman Kit Comercial-seegen
Norovirus PCR emtemporeal-RT Tagman Kit Comercial-seegen

Parechovirus PCR emtemporeal-RT Tagman in house



Parvovirus B19
Rhinovirus
Virus BK
Chikungunya
Citomegalico
Coriomeningite linfocitica
Dengue
Epstein-Barr
Hepatite E

Herpes;

Herpesszs

InfluenzaAeB

Virus JC

PCR em temporeal
PCR em tempo real-RT
PCR em temporeal
PCR em tempo real
PCR em temporeal
PCR em tempo real-RT
PCR em tempo real-RT
PCR em temporeal
PCR em tempo real-RT
PCR em temporeal

multiplex

PCR em temporeal

multiplex

PCR em tempo real-RT

pCR em tempo real

Tagman
Tagman
Sybergreen
Tagman
Tagman
Tagman
Sybergreen
Sonda Tagman
Sonda Tagman

Sondas de hidrolise

Sybergren

Tagmn

Syberg

Kit comercial- giagen
Kit Comercial-seegen
in house

Kit Comercial-seegen

Kit Comercial- biomerieux

in house

in house
Kit giagen

in house

Kit comercial Roche

in house

Kit Comercial-Seegen

in house
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Virus molluscum Contangiosum Sonda Tagman in house
Parotidite RT-PCR Sonda Tagman FDT
Ruéola RT-PCR Sonda Tagman FDT
Sarampo RT-PCR Sonda Tagman FDT

Sincicial Respiratdrio RT-PCR Sonda Tagman in house

Virus da Toscana RT-PCR SYBERGREN in house

Varicella-Zoster RT-PCR Sonda Tagman Kit Comercia
Zika RT-PCR Sonda Tagman Ki Comercial- Genesig

West Nile RT-PCR Sonda Tagman Ki Comercial- Genesig



Anexo 15 Diferentes tipos de PCR, Kit Comercial e métodos utilizados para identificagao dos microrganismos nas infecoes Fungicas

Fungos Aspergillus fumigatus

Candida Albicans

Histoplasma

Microsporidium Spp

Pneumocystis Jiroveci

pcr-tempo
real
pcr-tempo
real
pcr-tempo
real
pcr-tempo
real
pcr-tempo

real

Tagman

Sybergren

Tagman

Tagman

Sybergreen

Kit Comercial

in house

in house

in house

in house
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Anexo 16 Diferentes tipos de PCR, Kit Comercial e métodos utilizados para identificacao dos microrganismos nas infecoes Parasitarias

Parasitas Acanthamoeba Spp PCR em tempo real Sonda in house
Tagman

Ballamuthia mandrillaris PCR em tempo real Sonda in house
Tagman

Entamoeba Hystolitica PCR em tempo real Sonda in house
Tagman

Leishmania Infantum PCR em tempo real Sonda in house
Tagman

Naegleria PCR em tempo real Sonda in house
Tagman

Plasmodium (Falciparum, PCR em tempo real Sonda in house
Vivax, Ovale,Malariae) Tagman

Toxoplasma PCR em tempo real Sonda in house

Tagman



