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Resumo
Clostridium difficile 6 uma bactéria que afeta a flora intestinal provocando infecao e possivel colite
pseudomembranosa. Esta infecao tém um grande impacto a nivel hospitalar, por envolver a formacao de

esporos que dificulta a sua eliminacao e facilita a disseminagao que ocorre pela via fecal-oral.

0O diagnostico laboratorial permanece em constante debate, no entanto existem diferentes métodos de
andlise disponiveis. Durante o estagio foi realizado um estudo com o objetivo de comparar duas
metodologias, o teste do mariPOC® e o teste da BioMaxima, com o teste implementado no laboratdrio, o
C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® da TECHLAB, em conjunto com a PCR em tempo real do gene tcdB que

nos permite confirmar estirpes toxigénicas de C. difficile.

Das duas metodologias em estudo, o mariPOC apresentou melhores resultados de sensibilidade 88%,
especificidade 94% e valor preditivo positivo 94% na detecao de estirpes toxigénicas. Acresce ainda
como vantagens desta metodologia a automatizacao e obtencdo de resultados semiquantitativos, nao
disponiveis para o ensaio da BioMaxima. Face ao constante desenvolvimento de novas metodologias
paradiagndstico, é fundamental que os laboratdrios realizem estudos como este, antes daimplementacao

de umanovametodologia, de forma a que cadalaboratdrio possa garantir a qualidade dos seus resultados.

Palavras-chave: Clostridium difficile, Diagndstico, Imunoensaio de membrana, tecnologia TPX (Two-

Photon Excitation)



Abstract

Clostridium difficile is a bacterium that affects the intestinal flora causing infection and possible
pseudomembranous colitis. This infection has a major impact on hospital environments, because it
involves the formation of spores that makes it difficult to eliminate them and facilitates the spread that

occurs through the fecal-oral system.

The laboratory diagnosis remains under constant debate, however there are different methods of analysis
available. During the internship, a study was performed to compare two methodologies, the mariPOC®
test and the BioMaxima test, with the implemented test in the laboratory, the C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE® by TECHLAB, combined with real-time PCR of the tcdB gene that allows us to confirm the

existence of toxigenic strains of C. difficile.

The two methodologies under study, mariPOC demonstrate better results in terms of sensitivity 88%,
specificity 94% and positive predictive value 94% on the detection of toxigenic strains. As advantages in
this methodology it can be automated and obtain semi-quantitative results, that is not possible on
BioMaxima. Regarding the constant development of new methodologies for diagnosis, it is essential that
laboratories conduct studies like this one, before implementing a new methodology, as a quality measure

toimprove the assurance of their results.

Keywords: Clostridium difficile, Diagnosis, Membrane Immunoassay, TPX (Two-Photon Excitation)

technology



Siglas e abreviaturas

A Adenina
C Citosina
Ct Limiar da fase exponencial; do inglés cycle threshold

DNA  Acido desoxirribonucleico; do inglés deoxyribonucleic acid

dNTP's Desoxirribonucleétidos trifosfatados; do inglés deoxynucleoside triphosphates
E Especificidade

EIA Imunoensaio enzimatico; do inglés enzyme immunoassay

EPE  Entidade publica empresarial

FRET Transferéncia de energia de fluorescéncia; do inglés fluorescence ressonance energy transfer
G Guanina

GDH  Glutamato desidrogenase; do inglés glutamate dehydrogenase

ICAM-1 Molécula de adesao intercelular 1; do inglés intercellular adhesion molecule 1
ICD Infecdo por Clostridium difficile

IL-8 Interleucina 8

LCR  Liquido cefalorraquidiano

PCR  Reaccdo em cadeia da polimerase; do inglés polymerase chain reaction

RNA  Acido ribonucleico: do inglés ribonucleic acid

S Sensihilidade
T Timina
TC Cultura toxigénica; do inglés toxigenic culture

m Temperatura de melting

TPX  Excitacao de dois fotdes; do inglés two-photon excitation
VPP  Valor preditivo positivo

VPN  Valor preditivo negativo

VP Verdadeiro positivo

VN Verdadeiro negativo

FP Falso positivo

FN Falso negativo

Vi
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1. Instituicao e contextualizacao do estagio

O estdgio curricular e respetivo projeto sao objeto de avaliacao da unidade curricular de Estagio do
Mestrado em Analises Clinicas e Saudde Publica, ramo de Microbiologia e Sadde Publica. Este estdgio foi
realizado no Hospital de Braga, EPE, no laboratdrio de Biologia Molecular, do Servico de Patologia Clinica

e teve uma duracao de 5 meses, tendo decorrido entre Outubro de 2021 e Fevereiro de 2022.

Este relatério tem como propdsito expor os conhecimentos adquiridos assim como as atividades
observadas e experenciadas ao longo do periodo de estdgio, bem como realizar uma comparacao entre

metodologias para diagndstico de C. difficile.

1.1. Caracterizacao do laboratdrio

O laboratdrio de Biologia Molecular do Hospital de Braga tém como objetivo 0 apoio ao diagndstico e
tratamento de utentes da instituicao. Tem como fun¢ao a detecao e identificacao de agentes infecciosos
bem como detecdo de mutacbes genéticas associadas a doenca permitindo obter um diagndstico
laboratorial que juntamente com o diagndstico clinico orienta o médico para a terapéutica mais adequada

ao utente.

As boas prdticas de laboratdrio de biologia molecular passam pela separacao das diferentes atividades

por diferentes espacos fisicos. Esta é uma medida essencial para evitar contaminacoes. (1)

0O laboratdrio de Biologia Molecular no Hospital de Braga segue esta boa prdtica e por isso é constituido
por 3 salas distintas que estao concebidas de forma a proporcionarem um processamento unidirecional
das amostras. A primeira sala destina-se arececao e processamento das amostras bioldgicas e extracao
de dcidos nucleicos. Na sala seguinte sdo realizadas as Reacdes em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés
Polymerase Chain Reaction) e analise p6s-PCR. Na Ultima sala é efetuada a andlise genética quando
necessaria, por exemplo nos casos de detecao de HIV (virus daimunodeficiéncia humana), ainterpretacao

e validacao de resultados e envio de resultados por sistemainformatico.

1.2. Objetivos do estagio

0 estdgio no Laboratdrio de Biologia Molecular do Hospital de Braga teve como objetivos consolidar
conhecimentos e desenvolver competéncias na drea do diagndstico molecular, nomeadamente,
selecionar a amostra e processd-la adequadamente para os diferentes ensaios realizados, conhecer o

principio das diferentes técnicas utilizadas na extracao de dcidos nucleicos e amplificacao dos mesmos,



integrar e realizar a rotina laboratorial; interpretar e avaliar os resultados obtidos de acordo com a

metodologia utilizada.

2. Diagndstico molecular em ambiente hospitalar

A biologia molécular é uma ramo da biologia que tém como objetivo estudar interac6es entre sistemas

celulares, dcidos nucleicos (DNA e RNA) e a sintese de proteinas. (2)

O diagndstico laboratorial de doencas infecciosas passa pelo isolamento e identificacao do agente
etioldgico, que pode ser conseguido de diferentes formas. Em laboratdrio a rapidez e precisao dos
resultados é fundamental para auxiliar a equipa médica no tratamento mais adequado e em tempo ditil.
Para doencas de rapida evolucao um diagndstico precoce melhora o progndstico do paciente e permite

um tratamento mais eficaz. (2)

O recurso a técnicas de diagndstico molecular, nomeadamente a PCR, permitiu aumentar a rapidez,
sensibilidade e especificidade face aos métodos tradicionais. Esta ferramenta molecular tornou-se assim
valiosa no apoio ao diagndstico clinico permitindo orientar 0 médico mais rapidamente para um

tratamento especifico. (2)

2.1. Extracao e purificacao de DNA e RNA

A extracao e purificacao de dcidos nucleicos (DNA e RNA) sao duas etapas fundamentais para a obtencao

de um resultado de qualidade. (3)

A extracao de DNA e RNA pode ser realizada a partir de diferentes amostras bioldgicas tais como sangue
total, plasma, fezes, urina, liquido cefalorraquidiano (LCR), expectoracao, entre outras. Diferentes
amostras exigem metodologias adaptadas as suas caracteristicas, algumas, por exemplo, necessitam ser
diluidas ou digeridas antes de iniciar o processo de extracao. O protocolo de extacao é escolhido
consoante a molécula de interesse (DNA ou RNA), o tipo de amostra, o grau de pureza e o rendimento

necessdrio para o préximo passo de processamento. (3,4)

No passado, a extracao de acidos nucleicos era um processo moroso, maioritariamente manual com
vdrias etapas de centrifugacao, e originavam um produto final muitas vezes com graus de pureza e
rendimento baixos. (3,4) A qualidade e integridade dos &cidos nucleicos isolados afeta diretamente os
resultados de todos os testes sucessivos. (4) Atualmente a evolucao tecnoldgica veio automatizar muitos
dos processos, permitindo uma maior rapidez, possibilitando o trabalho em grande escala, melhor

rendimento, reprodutibilidade e pureza. (4)



Existem diferentes métodos de isolamento de dcidos nucleicos, os primeiros procedimentos laboratoriais
de rotina para isolamento de dcidos nucleicos foram desenvolvidos a partir de estratégias de
centrifugacao em gradiente de densidade. (4,5) Com o evoluir do tempo os procedimentos de extracao
foram sendo modificados para otimizar o rendimento de produtos especificos. Existe a possibilidade de

isolar dcidos nucleicos através de métodos organicos, inorganicos e de fase sélida. (5)

Os métodos organicos utilizam sais organicos com o objetivo de precipitar moléculas de interesse. Estes
métodos consistem nalise da amostrarecorrendo a um detergente ou substancia caotrdpica, juntamente
com as proteinases, sequindo-se vdrias etapas utilizando solventes organicos como fenol e/ou

cloroférmio, que sao tdxicos e requerem um tratamento especial dos residuos produzidos. (4)

Ap6s alibertacao dos acidos nucleicos do interior da célula para o meio, é necessdrio fazer aremocao de
lipidos, proteinas, carboidratos e outros possiveis contaminantes, recorrendo a uma mistura de solucao
salina, com pH baixo e a uma solucdo organica de cloroférmio e fenol. E assim possivel dissolver

substancias hidrofdbicas como lipoproteinas. (5)

Os métodos inorganicos também conhecidos por “slating out” surgiram pelo incentivo a desenvolver
métodos alternativos para o uso de solventes organicos téxicos. (5,6) Este método utiliza apenas o baixo
pH e alta concentracao salina para precipitar as proteinas e deixar o DNA em suspensao. O DNA em
seguida é precipitado através do uso de isopropanol e posteriormente suspenso em tampao Tris-EDTA

ou agua. (5)

Os métodos em fase sdlida sao faceis de encontrar no mercado e permitem uma extracao e purificacao
mais rdpida e eficiente. (4) Sao exemplos de métodos de extracao o uso de matrizes de silica, particulas

de vidro, transportadores de troca anidnica e mecanismos de exclusao de tamanho. (3,4)

Os métodos magnéticos sao os mais utilizados atualmente devido a separacao simples e eficiente de
acidos nucleicos. (4,7) 0 uso de particulas magnéticas em processos de extracao de dcidos nucleicos tem
muitas vantagens em relacao a outras técnicas de separacao sem recurso a particulas magnéticas. Os
fragmentos sendo magnéticos facilitam aremocao, por exemplo com um iman. Este método evita passos

de centrifugacao, que podem danificar a integridade dos dcidos nucleicos da amostra em analise. (3)

As separagdes magnéticas sao processos hastante versateis na drea da biotecnologia, contudo podem
também apresentar algumas desvantagens, por exemplo, a presenca de material celular ou outros
contaminantes, como proteinas ou carboidratos apds a extracao que podem interferirnas reagoes de PCR

seguintes. (3) Assim como a possibilidade de contaminacdes cruzadas entre amostras. (8)

0 isolamento de dcidos nucleicos compreende varias etapas, sendo as principais a lise celular e a
purificacao dos acidos nucleicos. (3,7) A lise celular consiste na rutura das células presentes que libertam

0s seus acidos nucleicos para o meio. Apos este processo 0s restos celulares e proteinas sao removidos



obtendo-se o acido nucleico purificado, o qual é eluido em volume adequado de agua ultrapura ou solucao

tampao adequada. (9,10)

Na fase de lise celular, sao bastantes os protocolos de extracao de dcidos nucleicos que recomendam o

uso de proteinase K para digerir proteinas. (11,12)

A proteinase K é uma enzima proteolitica de amplo espectro, inespecifica, bastante utilizada para inativar

proteinas contaminantes em biologia molecular. (11,12)

No laboratério de biologia molecular do hospital de Braga utilizam-se 2 equipamentos para fazer a

extracao e purificacao de acidos nucleicos: o MagNA Pure 24 e o KingFisher Flex.

2.1.1. MagNA Pure 24

0 MagNA Pure 24 permite a extracao de acidos nucleicos de uma forma automatizada . Utiliza um kit de
reagentes universal que abrange uma ampla gama de amostras, compativel com diferentes fluxos de
trabalho. A extracao automatizada reduz drasticamente os erros de manuseamento uma vez que a
preparacao de amostras é simplificada. O equipamento possui protocolos de extracao pré-programados

facilitando a sua configuracao. (13)

Sao exemplos de amostras utilizadas frequentemente neste equipamento o sangue total, plasma, soro,
exsudados nasofaringeos/nasais, lavagem bromcoalveolar, urina, fezes, liquido cefalorraquidiano (LCR)

e tecido fresco ou congelado. (13)

Este equipamento permite que sejam extraidos acidos nucléicos de diferentes tipos de amostras (como
os referidos anteriormente) apenas num processamento, utilizando o mesmo kit de extracao e 0 mesmo

protocolo. (13)

A purificacao de dcidos nucleicos neste equipamento compreende vdrias etapas, ilustradas na Figura 1.
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Figura 1: Esquema de etapas da purificagdo de dcidos nucleicos no sistema MagNA Pure 24. A etapa 1 consiste nalise daamostra,
inativacao de nucleases e libertacao dos dcidos nucleicos; na 2 ocorre a adigdo de particulas magnéticas e a ligacao dos dcidos
nucleicos as mesmas; no passo 3 ha a fixacao das particulas magnéticas e do complexo de dcidos nucleicos de forma a que no
passo 4 ocorram as miiltiplas lavagens. Por fim no passo 5 dd-se a elui¢ao dos &cidos nucleicos purificados. (13)



Inicialmente sao removidas as impurezas da amostra utilizando o tampao de lavagem | que contém
cloreto de guanidina, etanol e Tris-HCL, seque-se a digestao de proteinas com recurso a proteinase K
acompanhada de glicerol e posteriormente, com a utilizacdo de um tampao de lise, com tiocianato de
guanidina, Tris-HCL e polidocanol, sussede-se a lise celular. Seguidamente as particulas magnéticas sao
adicionadas ocorrendo a sua ligacao aos dcidos nucleicos. Apds estas etapas € realizada a remocao de
impurezas com o tampao de lavagem Il, tendo na sua constituicao etanol e acetato de sédio e em seguida
ocorre uma nova purificacao para remover impurezas com um tampao de lavagem Il a base de acetato de

sédio. Posteriormente os dcidos nucleicos sao eluidos num tampao de elui¢ao com Tris-HCL. (13)

2.1.2.KingFisher Flex

A extracao de acidos nucleicos no KingFisher Flex baseia-se na transferéncia automatizada de particulas
magnéticas, utilizando hastes magnéticas cobertas por um pente descartavel e diferentes placas
contendo os reagentes para o processo de extracdo. Nao recorre a mecanismos de aspiracao e/ou
dispensacao. As amostras e reagentes, incluindo as particulas magnéticas, sao distribuidos nas diferentes
placas, com auxilio de micropipetas, de acordo com o as instrucdes do fabricante. O equipamento disp6em

de protocolos previamente programados de forma a facilitar a utilizacao. (14)

A extracao de dcidos nucleicos divide-se em 4 etapas.
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Figura 2: Esquema da transferéncia de particulas magnéticas de um poco para outro. Adaptado de (14)

Inicialmente a amostra é colocada num poco de uma placa onde ja se encontram as esferas magnéticas e

o reagente binding que ird contribuir para a lise da amostra, assim como a proteinase K. Nesta primeira



etapa as particulas magnéticas sao envolvidas na amostra as quais se ligam os acidos nucleicos de
interesse com movimentos verticais do pente. Sao posteriormente removidas dos pocos as esferas
magnéticas que carregam os dcidos nucleicos e transferidas para a préxima placa. O passo de lavagem
das particulas magnéticas, pela sua relevancia é repetido 2 vezes, com reagentes diferentes. Na fase de
libertacao das particulas magnéticas os imans separam-se do pente que mergulha no reagente seguinte
e liberta a amostra com movimentos verticais do pente, fazendo uma lavagem com uma solucao de
lavagem (figura 2). Em sequida as esferas magnéticas juntamente com os acidos nucleicos sao
transferidos para po¢os com etanol a 70% para uma nova lavagem. Por fim sdo transferidos para o
reagente de eluicdao, onde ficam apenas os dcidos nucleicos de interesse puros sem as esferas

magnéticas. (15)

2.2. Amplificagao de Acidos Nucleicos

A amplificacao de acidos nucleicos consiste na replicacao consecutiva de quantidades minimas de DNA
e/ou RNA originando uma quantidade de dcidos nucleicos suficientes para posterior andlise. (16) A PCR
permite amplificar um fragmento especifico replicando in vitro o que acontece no interior das células. A
amplificacao de dcidos nucleicos permite detetar caracteristicas de um microrganismo e identifica-lo
evitando recorrer, por exemplo, a cultura microbioldgica. Estas técnicas tornam-se uma mais valia

particularmente para microrganismos de dificil crescimento e identificacao.

A técnica de PCR é considerada uma das mais importantes invencdes da ciéncia, sendo atualmente uma
das técnicas mais utilizadas nos laboratdrios de biologia molecular. (16,17) A possibilidade de determinada
regiao do genoma de qualquer organismo ser multiplicada em milhdes de cdpias, facilita a andlise genética
e permite o desenvolvimento de técnicas de diagndstico muito mais sensiveis e mais especificas em

comparacao com as técnicas tradicionais utilizadas. (9)

A alta sensibilidade, especificidade, facilidade de execucao e a possibilidade de analisar um elevado
ndmero de amostras simultaneamente fazem da técnica de PCR uma opcao valiosa para estudos

epidemioldgicos e paraidentificacao de microrganismos causadores de doencas. (9)

0 sucesso da técnica de PCR reside na capacidade que esta tem em amplificar uma sequéncia precisa de
DNA de uma forma simples, rdpida, especifica, sensivel e versatil. 0 DNA alvo nao precisa de ser isolado
para ser amplificado, mesmo que este se encontre numa amostra com outro DNA estranho, visto que a

especificidade da PCR é dada pelos primers. (18)

A PCR nao é uma técnica livre de desvantagens, exige equipamentos especificos, espaco adequado e

profissionais especializados. (19) Apresenta algumas limitacdes como: a) a necessidade de conhecer



antecipadamente a sequéncia de DNA a amplificar (9,18) , b) no decorrer da PCR, como a Taq polimerase
nao tem a capacidade de correcao de erros comuns as DNA polimerases (atividade de exonucleases 3'-.5')
introduz alguns erros, ainda que poucos e c) sujeita a contaminacdes, podendo haver amplificacao devido

a presenca de DNA estranho, proveniente de uma contaminacao. (20)

Outros fatores que podem afetar a PCR sao a quantidade, pureza e qualidade do DNA alvo, pureza dos
nucledtidos e a concentracao de desoxirribonucleotideos trifosfatados (ANTP’s), visto que diferentes

concentragdes de dNTP’s podem levar a reducao da fidelidade da DNA polimerase. (18)

No entanto, as técnicas de PCR tém tido um desenvolvimento notavel. Atualmente para além da
existéncia de novos equipamentos sofisticados, jd foram desenvolvidas ferramentas que permitem
ultrapassar as desvantagens elencadas, por exemplo a utilizacdo de polimerases com atividade
proofreading ou o desenvolvimento de estratégias para evitar contaminagdes com produtos amplificados.
(20)

Numa reacao de amplificacao, de forma geral, a mistura de reacao denominada de Master Mix contém o
DNA com a sequéncia alvo a ser amplificada, DNA polimerase, oligonucledtidos iniciadores (primers),

dNTP’s, solucao tampao e cloreto de magnésio. (20-22)

A DNA polimerase é uma enzima que sintetiza uma nova cadeia de DNA, complementar a uma cadeia
molde. E selecionada consoante os objetivos do ensaio e tem como critério base a necessidade de ser
termoestdvel. (23) A mais conhecida é a Taqg polimerase (isolada a partir da bactéria termdfila Thermus
aquaticus) com atividade de polimerizacao 5'-3', resistente a desnaturacao por ebulicdo e capaz de ser
eficiente a uma temperatura étima entre 70°C a 80°C. Esta enzima permite que se realizem varios ciclos

de replicacao sem que perca a sua capacidade.(17)

Existem mais alternativas a Tag polimerase, e atualmente ha uma versao recombinante proveniente do

gene de T. aquaticus expresso em E. coli. (24)

A concentracao de primers na mistura de PCR pode afetar o resultado, ou seja, baixa concentracao pode
levar a uma ma polimerizacao, concentracao alta pode promover o aparecimento de produtos

inespecificos e formar dimeros de primers. (1,22)

A PCR é umareacao baseada em ciclos de variacao de temperatura, o que torna este fator fundamental e
de cdlculo estritamente necessario para que as devidas reagdes ocorram no tempo certo. A temperatura
no qual 50% dos pares de base de um DNA em cadeia dupla estao separados em cadeia simples é
conhecida como temperatura de melting (Tm). A Tm ou temperatura de fusao de um primer é influenciada
pelo seu tamanho, concentracao e composicao e é calculada segqundo a Regra de Wallace:

Tm=2(A+T)+4(C+G), em que A, T, C e G sdo o nimero de cada um dos nucledtidos no primer. Com a



determinacao da Tm é possivel definir a temperatura de annealing, que corresponde a temperatura em

que se dd aligacao dos primers, normalmente é inferiora Tm 2 a 4°C. (1,22,23)

Os dNTP’s sao parte fundamental nareacao de PCR, pois sao eles os elementos que formamanova cadeia

complementar.(24)

0 ido Mg** é um co-fator essencial para que a DNA polimerase seja ativada e é adicionado a mistura de
reacao na forma de MgCl.. A concentracao de magnésio na reacao deve ser calculada de forma a nao ser
excessiva, pois torna a PCR pouco especifica, nem escassa, pois originard quantidades reduzidas de

produto final. (1,22) A solucao tampao é utilizada para equilibrar o pH durante a reacao. (24)

A PCR é um método baseado em alteragoes de temperatura ao longo de 25-35 ciclos. Cada um destes é

constituido por 3 fases: desnaturacao, hibridizacao/ annealing e extensao. (9,16,23)

A primeira etapa, de desnaturacdo, tem como objetivo desnaturar (separar) a cadeia molde de DNA,
rompendo as ligacdes de hidrogénio, originando moléculas de DNA de cadeia simples. (24) A desnaturacao
da-se pelo aumento da temperatura, normalmente acima dos 90°C. (1) A temperatura de desnaturacao
estd relacionada com o contetido da cadeia de DNA, maior quantidade de nucleétidos G-C implica que se

utilize uma temperatura mais alta para que seja possivel quebrar todas as pontes de hidrogénio. (1,23,24)

A fase de annealing consiste na diminuicao da temperatura para que os primers se possam ligar as
sequéncias complementares no DNA molde de cadeia simples, resultante da etapa anterior. A

temperatura de annealing, como referido anteriormente é ligeiramente mais baixa do que a Tm. (9,16)

A lltima etapa de cada ciclo corresponde afase de extensao, que recorre ao aumento da temperatura para
ativar a DNA polimerase. A enzimareconhece os primers ligados ao DNA alvo e liga-se a eles sintetizando
a cadeia complementar. A sintese ocorre apenas na direcao 5'-.3' na qual sao utilizados os dNTP’s livres
na mistura de reacao. (1) Estas etapas sao todas repetidas durante vdrios ciclos (figura 3).
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Resultado depois de 1 ciclo:
Molécula de DNA duplicada.

Figura 3: Esquema do comportamento da molécula alvo de DNA durante a PCR (25)



Atemperatura e 0 tempo de cada etapa podem ser adaptados de forma a otimizar o protocolo a utilizar. (1)
Depois de terminado o primeiro ciclo de PCR obtém-se duas novas cadeias de DNA por cada sequéncia
alvo. Comarepeticao dos ciclos ha um aumento exponencial do nimero de sequéncias. O nimero de ciclos

nao deve de ser exagerado pois diminui a especificidade da reacao. (9,18)

A técnica de PCR requer um equipamento, termociclador, capaz de atingir as variacoes de temperaturas

gue o protocolo exige em segundos. (24)

Apds arealizacao da PCR, uma das formas de determinar a presenca e o tamanho do produto da reacao é
através de eletroforese em gel. Esta técnica consiste na separacao de moléculas pelos diferentes
tamanhos e cargas que quando comparados com marcadores moleculares conhecidos nos dao a
informacao pretendida. (26) Um dos géis mais conhecidos é o gel de agarose, mas existem outros como

por exemplo o gel de poliacrilamida, estes sao selecionados em fungao da amostra a analisar. (27)

Atécnica de PCR tem cada vez mais influéncia no diagndstico de infecoes provocadas por virus, bactérias,
fungos e protozodrios (23) e com o evoluir da ciéncia foram surgindo algumas variantes da PCR, como a
PCR em tempo real, Nested PCR, Multiplex PCR.

2.2.1.PCR em tempo real

APCR emtemporeal é uma evolucao da PCR convencional, e distingue-se pela capacidade de monitorizar
a reacao no momento em que ela ocorre. A fase de amplificacao, detecao e quantificacao ocorrem em
simultaneo de forma automatizada. (28) O acompanhamento em tempo real da PCR permite identificar o
ponto no tempo em que a amplificacao de um alvo é detetada pela primeira vez. Quanto maior for a
concentracdao do dacido nucleico de interesse, mais cedo é detetado o aumento de fluorescéncia, em

oposicao a PCR convencional que apenas permite a detecao no final da reacao. (29,30)

A andlise dos produtos de amplificacao da PCR em tempo real apenas se concretiza recorrendo a
compostos fluorescentes. Sao diversos os métodos de detecao na PCR, mas todos tém em comum a
utilizacao de um composto fluorescente capaz de ser detetado pelo laser do termociclador durante a
reacao. Distinguem-se de uma forma geral como compostos intercalantes ou sondas de sequéncia

especifica. (1)

A detecao pelo SYBR® Green utiliza um conjunto de moléculas com capacidade de se ligar de forma
covalente e nao especifica a cadeias duplas de DNA. Quando estas moléculas compostas por
fluorocromos sao excitadas pela luz do termociclador emitem fluorescéncia que é detetada pelo
mesmo.(31) No inicio da reacao a fluorescéncia serd minima, visto que as moléculas de SYBR® Green se

encontram livres na solucao. Com o decorrer da reacao e o aumento de ligacoes de fluorocromos as



cadeias duplas de DNA, que vao sendo formadas pela enzima Tag DNA polimerase, dd se um aumento de

fluorescéncia que é detetada e registada. (32)

Este método de detecao tem 3 grandes vantagens, sendo elas a sua grande sensibilidade, a facilidade de
manuseamento e o baixo custo. No entanto, é muito pouco especifico e liga-se a qualquer fragmento de

cadeia dupla, como por exemplo os dimeros de primers.(32)

Atecnologia TagMan® recorre a sondas de hidrdlise para detetar sequéncias especificas nos fragmentos
de DNA amplificados durante a PCR. Nesta tecnologia, sao utilizados dois primers especificos e uma

sonda TagMan® homdloga a regido do fragmento de DNA entre os primers. (1)

A sonda exibe na extremidade 3' um quencher, ou seja, uma molécula que absorve e dissipa em forma de
calor a energia emitida pela molécula repdrter presente na extremidade 5' quando a sonda estd intacta.
(28,33,34) Quando ocorre a hibridizacdo as sondas ligam-se a sequéncia alvo com a qual tem
complementaridade. Na fase sequinte a enzima Tag DNA polimerase hidrolisa a sonda devido a sua
atividade exonucleotidica 5'-3', dando-se a separacao do quencher e da molécula repdrter. Com o
aumento da distancia o quencher deixa de consequir absorver a fluorescéncia do fluorocromo que passa

a ser emitida para o meio e detetada pelo termociclador. (28,35)

Esta tecnologia permite a amplificacao de duas sequéncias diferentes no mesmo ensaio, utilizando duas
sondas marcadas com fluorocromos diferentes. E um método muito especifico, sensivel e preciso. Em
contrapartida é uma técnica dispendiosa e complexa, pois exige que a amplificacao e a hidrdlise sejam

eficientes. (31,36)

Outra metodologia utilizada sao as sondas de transferéncia de energia de ressonancia por fluorescéncia
(FRET, do inglés Fluorescent Resonance Energy Transfer) que utiliza duas sondas, uma que contém um
fluorocromo na extremidade 3' e a outra na extremidade 5', desenhadas para que se liguem a alvos
adjacentes. Quando se da a hibridizacao e os dois fluoréforos ficam préximos, o fluoréforo dador liberta
energia e excita o recetor que dissipa essa energia em forma de fluorescéncia. Este dltimo fluoréforo
apenas emite fluorescéncia quando se encontra hibridizado na sequéncia alvo junto ao dador, a
fluorescéncia aumenta consoante se ligam as sondas ao alvo. Deste modo é possivel quantificar DNA em

funcao da fluorescéncia. (1,5,35)

As sondas de hibridizacao como as FRET tém uma elevada especificidade, pois depende da hibridizacao

das duas sondas independentes na sequéncia alvo para ser detetada fluorescéncia. (37)

Recorrendo a PCR em tempo real é possivel acompanhar o desenvolvimento da reacao ao longo das 2

grandes fases: a fase exponencial e a fase plateau (figura 4). (38)
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Figura 4: Representacdo grafica de uma curva de reacao de PCR em tempo real e as suas fases. Adaptado de (38)

A fase exponencial corresponde a primeira fase em que a amplificacao é de alta eficiéncia, e inicia a
emissao de fluorescéncia que é detetada desde o inicio dareagao. A fase seguinte é de crescimento linear,
onde ocorre um decréscimo da eficiéncia pela baixa concentracao de reagentes que vao sendo
consumidos e ficando menos disponiveis ao longo da reacao. Com a escassez de reagentes a reacao
acaba por atingir afase plateau/estaciondria, deixando de ser possivel continuar a aumentar o produto de
PCR.(21,31,37)

Na interpretacao dos resultados disponibilizados pelo equipamento de PCR é necessario ter em conta os
conceitos de baseline, threshold e cycle threshold (C+). A baseline é o limiar de dete¢ao de fluorescéncia do
equipamento, de forma a eliminar o “ruido de fundo”. O threshold é o limite a partir do qual a fluorescéncia
detetada ultrapassa o limiar da fase exponencial. O threshold estd relacionado com o cycle threshold,
sendo este o nimero de ciclos correspondente ao ponto em que a curva de amplificacdo ultrapassao limite

de detecao. O valor de C; é correlaciondvel com o niimero de moléculas de DNA amplificadas. (39)

2.2.2. NestedPCR

A nested PCR é uma variante de PCR utilizada quando se pretende aumentar a sensibilidade e/ou
especificidade. Esta técnica consiste na realizacao da PCR em duas etapas, com diferentes pares de
primers. A primeira reacao resulta num aumento da quantidade de DNA existente na amostra com um
conjunto de primers externos, e 0 seu produto é utilizado como molde para a sequnda reacao que utiliza

um pare de primersinternos. (40-43)

A nested PCR é um método eficiente, mas requer o conhecimento da sequéncia alvo.(41)

n



Esta técnica pela sua sensibilidade e especificidade é utilizada em varias situacoes, como por exemplo na
detecdo de varios tipos de agentes patogénicos em amostras clinicas e andlise genética de impressoes

digitais. (44,45)

2.2.3. Multiplex PCR

A multiplex PCR é uma técnica que consiste em utilizar mdiltiplos pares de primers de forma a amplificar
mais de uma sequéncia de DNA na mesma reacao. Com recurso a vdrias sondas, cada uma marcada com
um corante fluorescente tinico nareacao, é possivel identificar e quantificar as diferentes sequéncias alvo

a serem amplificadas no mesmo ensaio. (46-48)

A otimizacao de um protocolo de multiplex PCR é considerada uma tarefa complexa por exigir que sejam

cumpridos os critérios necessarios para cada uma das reacoes de PCR individualmente. (10)

Esta técnica tem como vantagem a rapidez com que se obtém os resultados e a possibilidade de
economizar nos reagentes, quando comparada as diferentes reac6es que se teria de fazer para cada alvo

individualmente. (10,49)

A multiplex PCR pode ser utilizada em diferentes casos, por exemplo para diagndstico de
meningites/encefalites, infecdes por virus respiratérios e andlise de polimorfismos bialélicos

autossomais. (46,48,50-53)
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3. Comparacao dos imunoensaios BioMaxima e mariPOC de Clostridium difficile

A implementacao de um método de andlise ja comercializado e descrito na literatura passa por um
processo de avaliacao para garantir a qualidade e estimar a sua eficiéncia narotina do laboratdrio, ou seja,

passa pelo processo de validacao metodoldgica. (54)

A validacao de métodos permite garantir que as andlises de rotina originam resultados consistentes
quando comparados a resultados de referéncia, isto é possivel através da andlise de varios parametros
como a sensibilidade, especificidade, precisao, exatidao e repetitividade. Este é um processo moroso mas

necessario para considerar um método confidvel. (54-56)

Durante o periodo de estdgio foram testados e analisados dois métodos de diagndstico de C. difficile,
método imunocromatografico - BioMaxima (teste rapido) e método de fluorescéncia de excitacao de dois
fotdes (TPX — doinglés Two-Photon Excitation) — mariPOC. Esta avaliacao foi realizada devido a proposta
de fornecedores de testes de diagndstico do Hospital de Braga que ofereceram alguns exemplares para o

projeto.

3.1. Clostridium difficile

Clostridium difficile ¢ uma bactéria Gram positivo anaerdbia, formadora de esporos, o que possibilita a
persisténcia nos doentes e no ambiente, facilitando a sua disseminacao pela via fecal-oral. (57) Esta
bactéria é a principal responsavel por diarreia infeciosa associada aos cuidados de salde em paises
desenvolvidos. (58,59) Algumas estirpes da bactéria produzem 2 tipos de toxinas: a toxina A (TcdA) e a
toxina B (TcdB), que podem provocar colite pseudomembranosa. As toxinas estimulam a expressao
epitelial da interleucina 8 (IL-8) e de ICAM-1, mediadores de inflamagao, necrose celular e de perda de

proteinas. (60)

Existem também algumas estirpes de C. difficile que nao produzem nenhum tipo de toxina, consideradas

avirulentas. (61)

Das 2 toxinas, a TcdB é o principal fator de viruléncia causando dano as células do hospedeiro de forma
mais eficiente do que a TcdA. (62) Para além das 2 grandes toxinas TcdA e TcdB, codificadas pelo gene
tcdA e tcdB respetivamente, localizados no locus da patogenicidade (PaLoc), existem algumas estirpes
que produzem a toxina binaria CDT. A toxina binaria é codificada por dois genes, cdtA e cdtB, localizados
nolocus CDT (CdtLoc). (63) O locus de patogenicidade (PaLoc) tambhém contém genes que codificam para
reguladores da expressao da toxina, como por exemplo o tcdC que codifica o regulador negativo da

expressao da toxina. (64)

13



A flora bacteriana intestinal de um adulto saudavel é geralmente resistente a colonizagao por C. difficile.
No entanto, quando ocorre alteracao desta flora normal essa resisténcia diminui. O principal fator de risco
gue provoca essa alteracao € a exposicao aos antibiéticos (57,61), contudo sao também fatores de risco a

idade avancada, o sistemaimunoldgico comprometido e o internamento hospitalar. (58)

Os sintomas dainfecao por Clostridium difficile podem variar de diarreia leve a colite pseudomembranosa,

sendo caracteristicas da doenca a inflamacao, a diarreia e lesdes necrdticas no epitélio do cdlon. (64,65)

A colite pseudomembranosa estd geralmente associada a infecao por C. difficile, no entanto ha outras
etiologias menos comuns que podem estar na origem da doenca, como por exemplo infeccao viral por

citomegalovirus. (61)

3.2. Diagnéstico Laboratorial

A descoberta dainfecao por C. difficile como causadora principal de colite pseudomembranosa contribuiu

para a evolugao dos testes laboratoriais especificos para diagnéstico. (61)

Diretrizes praticas enfatizam que as populacdes alvo de testes de C. difficile sao pacientes com fezes nao
formadas. (66) No entanto, a abordagem ideal haseada em laboratdrio ainda é uma questao de debate e
controversa. (67) Uma vez que a diarreia é um sintoma clinico que pode ser provocado por diferentes
agentes patogénicos, para além do C. difficile, é fundamental selecionar o(s) teste(s) laboratorial(ais) mais
adequado(s). (68) Existe uma variedade de métodos para diagnosticar a infecao por C. difficile, podendo
ser divididos em 2 grupos. Um grupo deteta a presenca de um antigénio, como a enzima glutamato
desidrogenase (GDH), presente em larga escala em amostras com C. difficile, ou o préprio organismo (ou
um componente do mesmo), como a cultura bacteriana anaerdhica e testes de acidos nucleicos que
detetam genes que codificam as toxinas A e B. O outro grupo deteta toxinas livres, como ensaios de
neutralizacao da citotoxicidade em cultura de células e imunoensaios enzimaticos (EIAs). (66) A maioria

dos métodos atuais de diagnéstico laboratorial envolve a detecdo das toxinas TcdA e TcdB. (69)

As guidelines para diagndstico de C.difficilerecomendam a realizacao de um teste de triagem que detete
apresenca da proteina GDH e das toxinas A/B. Umresultado positivo para GDH e toxinas A/B confirmam
apresenca de umainfecao por C. difficile, o resultado negativo confirma a sua auséncia. Em situa¢coes em
que a proteina GDH estd presente mas nao sao detetadas toxinas é necessdrio realizar um teste de
amplificacao de dcidos nucleicos ou cultura toxigénica Estes testes sao utilizados para diagndéstico de

estirpes toxigénicas. (70)

Os testes de referéncia para diagndstico de infecao por C. difficile (ICD) sao o teste de neutralizacao da

citotoxicidade celular (CCNA) e a cultura toxigénica (TC). Estes testes de referéncia sdo morosos e porisso
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nao sao utilizados rotineiramente na maioria dos laboratdrios de diagndstico. (71) Muitos hospitais nao
possuem instalacoes e recursos suficientes paraisolar todos os pacientes com fezes moles, portanto, um
ensaio sensivel e rdpido é uma prioridade para excluir os pacientes que nao precisam de isolamento e

priorizar recursos para os que precisam. (72)

0 método de triagem para suspeitas de infecao por C. difficile sao os testes EIAs para pesquisa de GDH e
das toxinas A/B. Um resultado positivo para ICD é aceite se o teste EIA for positivo para GDH e toxinas
A/B. Um resultado é considerado negativo no caso de o teste ser negativo para GDH e toxinas A/B. O
teste confirmatdrio de PCR de detecao do tcdB pode ser usado se os resultados dos testes EIA forem
discordantes (positivo para GDH e negativo para toxinas A/B). (73) Este método de triagem € o utilizado
no Hospital de Braga como rotina, recorrendo ao teste imunocromatogrdfico TECHLAB C. DIFF QUIK

CHEK COMPLETE®.

Sabe-se que estirpes TcdA negativas e TcdB positivas podem ser encontradas em pacientes que
apresentam infecao por C. difficile. No entanto nao foram identificadas estirpes TcdA positivas e TcdB

negativas. (74) Por esta razao se utiliza a PCR de tcdB quando surgem dividas nos testes EIA.

Existem atualmente no mercado outros testes, como o mariPOC. Este teste permite a detecao simultanea
de GDH e toxinas A e B. O teste mariPOC é umimunoensaio de fluorescéncia automatizado, baseado numa

técnica de ensaio de excitacao de dois fétons. (62)

Devido a complexidade do diagndstico de C. difficile em ambiente hospitalar comeca a ser necessdria a
avaliacao de diferentes métodos de diagndstico. A utilizacao de métodos mais sensiveis e especificos
levam a uma reducao de custos e de tempo de espera para iniciar tratamento. Esta é uma necessidade
urgente visto que que isolar todos os utentes com sintomatologia enquanto aguardam um diagndstico

laboratorial é impraticavel.

3.2.1.TECHLAB - C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

O teste rapido TECHLAB C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® é um ensaio imunoenzimatico de membrana
para a detecao do antigénio glutamato desidrogenase (GDH) e das toxinas A e B do Clostridium difficile. A
detecao de GDH permite confirmar a presenca da infecdo por C. difficile, e a detecao de toxina A/B indica

apresenca de C. difficile toxigénico em amostras fecais. (75)

Este teste utiliza anticorpos especificos do glutamato desidrogenase e das toxinas A e B do C. difficile. O
ensaio é realizado num dispositivo de membrana que contém linhas de teste para o antigénio, para as
toxinas e para controlo. A linha de teste do antigénio contém anticorpos contra glutamato desidrogenase

do C. difficile, a do controlo contém anticorpos antiperoxidase de rdbano (HRP) e a linha das toxinas
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contém anticorpos contra toxinas A e B do C. difficile. O reagente conjugado utilizado é composto por
anticorpos da glutamato desidrogenase e anticorpos das toxinas A e B acompanhadas de perdxido de

rdbano. (75)

Esta técnica, de acordo com o fabricante apresenta elevada sensibilidade analitica e reprodutibilidade,

para além de ser um teste pratico e economicamente acessivel.

3.2.2. mariPOC® - Gastro and CDI

0 mariPOC® é um equipamento point-of-care baseado na tecnologia de detecao de fluorescéncia de
excitacao de dois fotdes (TPX). A tecnologia TPX é simples de utilizar, com baixo consumo de reagentes

e alta capacidade de producao. (76)

A elevada especificidade resulta do principio do imunoensaio sandwich, aperfeicoada pelo uso de
microparticulas de poliestireno, como fase sdlida da reacao. A fluorescéncia excitada por laser das
microparticulas individuais é medida uma de cada vez, bem como o sinal de fluorescéncia da matriz
circundante para uma eliminacgao eficiente de interferéncias da matriz. Para aumentar a precisao a fase

sélida é replicada dentro de um poco de reacao individual com milhares de particulas. (76)

3.2.3. BioMaxima - Clostridium difficile GDH A+B

O Clostridium difficile GDH A+B da BioMaxima é um teste rdpido imunocromatografico qualitativo para
diagndstico de C. difficile pela detecao da proteina GDH e das toxinas A e B individualmente em amostras

de fezes.

0 ensaio é constituido por 3 janelas de teste cada uma com o seu controlo. A faixareservada a detecao de
GDH consiste numa membrana de nitrocelulose com anticorpos monoclonais de camundongo contra a
proteina GDH e com uma linha de controlo com anticorpos policlonais de coelho contra uma proteina
especifica semelhante em todas as faixas de teste. A almofada onde é depositada a amostra para se dar
inicio ao teste contém anticorpos anti-GDH conjugados com uma solucao vermelha e uma proteina de

ligacao especifica para controlo.

A faixa destinada a identificacao da toxina A é semelhante a anterior, mas com anticorpos contra a toxina
A e com 0 mesmo tipo de controlo. Na almofada difere da anterior apenas nos anticorpos que sao anti-

toxina A. (77)
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A faixa para detecdo da toxina B é semelhante as anteriores, tendo apenas a alteracao de anticorpos,
sendo anticorpos contra a toxina B, com o controlo igual as faixas ja referidas, e com anticorpos anti-

toxina B na almofada. (77)

Se a amostra for positiva, o antigénio da amostra (GDH, toxina A e/ou toxina B) liga-se ao anticorpo
especifico (anti-GDH, anti-toxina A e/ou anti-toxina B) e por acao capilar percorrem a janela de teste. Os
anticorpos nalinha de teste vao capturando o antigénio correspondente, juntamente com o conjugado de
cor vermelha, realcando as linhas que permitem identificar o resultado como positivo. Independente do
resultado da amostra é fundamental o aparecimento das 3 linhas verdes de controlo para validar o teste.

(77)

Este teste pode ter algumas limitacoes influenciadas por diferentes fatores que invalidam o teste, por
exemplo o excesso de amostra, a conservacao e a concentracao de antigénio na amostra que poderd nao

ser suficiente para ser detetada. (77)

3.2.4. PCRemtemporeal de tcdB

A toxina TcdB é o principal fator de viruléncia causando problemas nas células do hospedeiro, e segundo
a literatura é possivel encontrar infecdes por C. difficile desprovidas da toxina A, mas contendo a toxina B,

enquanto que o oposto nao acontece. (74)

A presenca da toxina B nas amostras pode ser realizada por PCR em tempo real. As técnicas de PCR nao
tém sido amplamente utilizadas para analisar amostras de fezes pelo desafio na extracao de acidos

nucleicos neste tipo de amostras. (78)

3.3. Objetivo

O objetivo deste trabalho foi comparar os imunoensaios BioMaxima® e mariPOC® para diagndstico de
infecao por C. difficile com o imunoensaio TECHLAB C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE® implementado no
Hospital de Braga.
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4. Metodologia

O Hospital de Braga recebe diariamente amostras para testar a presenca de C. difficile toxigénica em
amostras de pacientes com diarreia ou suspeita de infecao por C. difficile por contacto com outros
infetados ou por tratamento com antibidticos. Estas amostras foram submetidas ao teste de rotina
implementado no momento no laboratdrio do Hospital de Braga, o teste C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®,
TECHLAB, Inc., EUA, permitindo a obtencdo do diagndstico. Entre outubro de 2021 e janeiro de 2022,
foram selecionadas aleatoriamente 46 destas amostras para integrarem o presente estudo

ohservacional descritivo transversal.

Todas as amostras selecionadas foram congeladas a -20°C para posterior utilizacao. Aquando da

realizacao de cadaum dos testes em estudo as mesmas foram descongeladas a temperatura ambiente.

Conforme referido anteriormente as 46 amostras utilizadas neste projeto foram testadas pelo
imunoensaio implementado no laboratdrio, contudo, face alimitacao de nimero de testes disponiveis para
o projeto, apenas foi possivel testar 34 dessas amostras pelo protocolo Gastro and CDI do mariPOC®,
ArcDia International Oy Ltd., Finlandia, e 16 dessas amostras (incluidas nas 34 anteriores) pelo
imunoensaio Clostridium difficile GDH A + B da BioMaxima S.A., Polénia. Uma vez que, em caso de
resultados duvidosos no Hospital de Braga € realizada uma PCR em tempo real para detecao de tcdB,

como confirmatdrio, todas as 46 amostras utilizadas neste estudo foram submetidas a esta PCR.

Para o método implementado no laboratdrio, TECHLAB — C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE ®, os testes
foram realizados normalmente, sequindo as normas ja estabelecidas no laboratdrio. De acordo com o
fabricante as amostras deverao ser processadas em menos de 24 horas, no entanto podem ser
armazenadas entre 2°C e 8°C por 72 horas ou abaixo de -10°C se for necessdria a sua preservacao por

mais de 72 horas. (75)

No processamento, sao diluidos 25 pL de amostra em 750 pL de diluente e é adicionada uma gota de
conjugado. Esta mistura é colocadana cassete onde ficaaincubar. Quando termina o periodo deincubacao
faz-se uma lavagem com tampao de lavagem fornecido no kit, sequido da adicao de substrato (solucao
com tetrametilbenzidina) que fica a incubar. Terminando esta fase de incubacao é possivel observar o
resultado pelo aparecimento de linhas azuis que dependendo da sua localizagdo indicam a presenca de C.

difficile toxigénica ou nao. (75)

No ensaio do equipamento mariPOC®, com o protocolo Gastro and CDI,as amostras sao estdveis durante
24 horas, no entanto, quando necessdrio, pode-se prolongar a sua estahilidade acima de 24 horas,

congelando-as, evitando ciclos de descongelamento. (79)

Para esta andlise, as amostras de fezes, com ajuda de uma zaragatoa sao previamente diluidas em 2,6 mL

de tampao e filtradas antes do seu processamento no mariPOC®. Apds a disponibilizacao da amostra
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tratada no equipamento, esta é dispensada de forma automdtica em pocos de reacao que jd contém os

reagentes liofilizados, com agitacdo para os dissolver. (79)

Oresultado é emitido automaticamente pelo equipamento, sendo possivel ter resultados positivos em 20
minutos. Contudo, resultados negativos e positivos baixos necessitam sempre de 2 horas de

processamento. (79)

De acordo com o fornecedor, no teste de Clostridium difficile GDH A + B da BioMaxima as amostras ap6s
a colheita podem ser conservadas a temperaturas entre os 2°C e 8°C por 24 horas ou a -20°C se for
necessdria a sua preservacao por um periodo mais longo. Nao é recomendado que as amostras sejam
congeladas e descongeladas varias vezes. No momento da realizacao da analise, a amostra deve estar a

temperatura ambiente. (77)

No processamento sao colhidas 125 mg da amostra com uma haste adequada e diluidas num tubo
individual que ja contém o volume necessdrio de diluente fornecido no kit. Apds a diluicao a amostra é
homogeneizada e sao adicionadas 4 gotas nos diferentes pocos de amostra, dando-se inicio a migracao
da amostra sobre as janelas de teste. A leitura faz-se visualmente 10 minutos apds iniciar a corrida. O
resultado interpreta-se pela visibilidade das linhas de teste vermelhas nas diferentes janelas de teste,

tendo em conta o aparecimento sempre das linhas verde nos locais de controlo. (77)

0O “teste de ouro” utilizado no Hospital de Braga para esclarecer casos com resultados duvidosos é o PCR
em tempo real para detecao do gene tcdB, permitindo identificar se na amostra estd presente C. difficile
toxigénica. As amostras utilizadas em PCR sao previamente diluidas em agua ultrapura, nessa solucao,
recorrendo ao MagNA Pure 24 realiza-se a extracao e purificacao dos dcidos nucleicos de interesse.
Segue-se a preparacao da Mix de reacao com os reagentes da PCR em tempo real, dgua, tampao, DNA
molde, nucleotideos, MgCl> e DNA polimerase, ao qual se junta o eluado das amostras extraidas e se

processa a andlise no termociclador.

As amostras foram todas submetidas a esta andlise de PCR em tempo real, no entanto na rotina do

laboratdrio é utilizada apenas em caso de o teste descrito no algoritmo ser duvidoso.

Os resultados obtidos pelas metodologias em estudo mariPOC® e BioMaxima foram comparados com os
resultados obtidos pela metodologia implementada no laboratério TECHLAB de forma a determinar os
verdadeiros positivos (resultado positivo no teste em estudo e no teste TECHLAB), verdadeiros negativos
(resultado negativo no teste em estudo e no teste TECHLAB), falsos positivos (resultado positivo no teste
em estudo e negativo no teste TECHLAB) e falsos negativos (resultado negativo no teste em estudo e
positivo no teste TECHLAB). Para cada um dos testes em estudo foi calculada a sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN) de acordo com o teste de

McNemar, com as férmulas de calculo apresentadas:
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Em que:

S =Sensibilidade
E = Especificidade

VPP =Valor preditivo positivo
VPN = Valor preditivo negativo
VP =Verdadeiro positivo

VN = Verdadeiro negativo

FP =Falso positivo

FN = Falso negativo

VP
" VP +FN
_ VN

" VN +FP
VPP =r TP

VN
VPN

“ VN + FN

Os resultados obtidos nos 3 ensaios (TECHLAB, mariPOC® e BioMaxima) foram ainda comparados com

os resultados obtidos na PCR em tempo real para detecao de tcdB. Para esta comparacao foram

determinados os mesmos parametros referidos para a comparacao anterior.

Os ensaios BioMaxima e mariPOC, assim como o PCR de tcdBnao foram tidos em conta para diagndstico

de doenca, apenas os resultados do teste da TECHLAB que estd descrito no algoritmo de diagndstico

laboratorial foram relatados aos médicos e pacientes.
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5. Resultados

No total, foram testadas 46 amostras por imunoensaio C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE ® (TECHLAB) e
por PCR em tempo real. Destas 46 amostras, 34 foram testadas com o Gastro and CDI (mariPOC) e 16 com

o Clostridium difficile GDH A+B (BioMaxima).

Das 46 amostras testadas com o ensaio de rotina do laboratdrio 34 foram positivas para GDH e 12 foram

negativas, para a presenca de toxinas A/B, 21 foram positivas e 25 foram negativas.

Na tabela 1 encontram-se apresentados os resultados dos ensaios BioMaxima e mariPOC em funcao do
ensaio de rotina TECHLAB. Podemos confirmar que o teste BioMaxima exibe a maior sensibilidade para a
detecao da proteina GDH com valores de 100%. E o mariPOC apresenta melhores resultados de
especificidade para a detecao da proteina GDH e das toxinas A/B (100%), assim como melhor

sensibilidade para a detecao toxinas A/B, com 82%.

Tabela 1: Resultados dos imunoensaios realizados para a detecdo de GDH e toxinas A/B em fun¢do do teste TECHLAB

Proteina o Numero de amostras Sensibilidade (%) | Especificidade (%) VPP (%) VPN (%)
Total VP FP | VN | FN (1C95%) (IC95%) (1IC95%) (1C95%)
TECHLAB | BioMaxima 16 12 1|3 0 100 75(736-764) | 92(918-92,8) 100
GDH mariPOC | 34 |24 0 | 8 | 2 | 92(92,0-926) 100 100 80(792-80.7)
TECHLAB | BioMaxima| 16 | 4 | 2 9 | 1 | 80(789-811) | 82(811-825) | 67(655-67.9)  90(89,4-90,6)
ToxinaA/B | aipoc | 34 |14 0 17 | 3 | 82(818-829) 100 100 85 (84,5-855)

VP - verdadeiro positivo; FP — falso positivo; VN — verdadeiro negativo; FN — falso negativo.; VPP — valor preditivo positivo; VPN - valor preditivo

negativo; IC — intervalo de confianga

Na tabela 2 encontram-se apresentados os resultados dos diferentes ensaios em funcao da analise de
PCR em tempo real para detecao do gene tcdB. No teste de PCR em tempo real nao se confirmou
sensibilidades nem especificidades de 100%, no entanto o teste TECHLAB e mariPOC apresentam maior
sensibilidade com 88% comparativamente com o BioMaxima com 80%. A especificidade é maior no

mariPOC com 94% e semelhante entre o TECHLAB e o0 BioMaxima com 91%.
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Tabela 2: Resultados dos imunoensaios para a toxina B em funcao da analise PCR em tempo real

e Numero de testes Sensibilidade (%) | Especificidade (%) VPP (%) VPN (%)
Total VP FP | VN FN (IC95%) (1C95%) (IC 95%) (IC 95%)
TECHLAB | 46 | 21 2 20 3 | 88(870-879) | 91(905-912) | 91(30,9-916) 878(;32')5‘
SR |BioMaxima| 16 4 | 110 1 | 80(789-81) | 91(004-915 | 80(189-811) | 91 (90,4-915)
mariPOC = 34 |15 1 |16 | 2 88(87.7-887)  94(938-945) | 94(934-94)) 898(;3334‘

VP - verdadeiro positivo; FP — falso positivo; VN — verdadeiro negativo; FN — falso negativo.; VPP — valor preditivo positivo; VPN - valor preditivo

negativo; IC — intervalo de confianga
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6. Discussao

Neste estudo foram testados 2 imunoensaios com diferentes principios para a detecao da proteina GDH e
das toxinas A/B que permitem diagnosticar infecdes por C. difficile. O Clostridium difficile GDH A+B da
BioMaxima utiliza uma membrana de nitrocelulose onde é realizado o ensaio manualmente. Apesar de
nao existir estudos independentes referentes a andlise da sensibilidade e especificidade deste teste, 0
fabricante apresentadados relativos a estes parametros. De acordo com o fabricante este teste apresenta
uma sensibilidade e especificidade superior a 99%, tanto para a detecao de GDH como das toxinas A/B,
nacomparacao deste teste com o TECHLAB. (77) Neste estudo obteve-se uma sensibilidade para detecao
de GDH de 100% e para detecao das toxinas A/B de 80%, sendo este Ultimo valor inferior ao descrito pelo
fabricante. Relativamente a especificidade, neste estudo obteve-se paraa proteina GDH um valor de 75%
e para as toxinas A/B um valor de 82%, valores inferiores aos referenciados pelo fabricante do teste. (77)
Também na comparacao desteimunoensaio com o PCR emtemporeal os valores obtidos foraminferiores

ao esperado. (80-82)

Oimunoensaio Gastro and CDIdo mariPOC tem por base a tecnologia automatizada de excitacao de dois
fotdes. E um ensaio ja estudado para diagnéstico de infecao por C. difficile com 2 artigos publicados.
(62,68) Comparativamente com estes estudos, que avaliaram o desempenho deste ensaio com o ensaio
TECHLAB, e com os valores apresentados pelo fabricante, a sensibilidade obtida no nosso estudo
(sensibilidade para GDH de 92% e toxinas A/B de 82%) foi inferior (sensibilidade de 98,8% para GDH e de
100% paratoxinas A/B no estudo de ArcDia Inernational Oy Ltd e de 94,7% para GDH e 81,6% paratoxinas
A/B no estudo de Salvolainen et al). (62,68,83) Ao compararmos o0 ensaio mariPOC com a detecao por
PCR foi obtida uma sensibilidade de 88%, valor este igual ao obtido na comparacao do ensaio TECHLAB
com o PCR. Os valores obtidos para a especificidade, encontrando-se de acordo com o descrito na
literatura e pelo fabricante, para as toxinas A/B, tendo-se obtido 100% para cada detecao (GDH e toxina
A/B) quando o teste de referéncia é o teste da TECHLAB e 94% quando comparado a andlise PCR.
Destaca-se que no caso especifico da proteina GDH o valor de especificidade obtido, 100%, encontra-se
5% acima do referenciado em estudos (62,68,83) e ligeiramente acima do valor apresentado pelo

fabricante (98,8%).(83)

Quando comparados entre si, 0s 2 imunoensaios apresentam discrepancia em diferentes parametros. Na
detecao de GDH o teste BioMaxima apresenta maior sensibilidade e valor preditivo negativo (100% para
ambos), no entanto o teste mariPOC exibe maior especificidade e valor preditivo positivo (100% para
ambos). Quanto a detecdo das toxinas A/B o teste BioMaxima destaca-se apenas com melhor valor
preditivo negativo. Na sensibilidade, especificidade e valor preditivo positivo o mariPOC apresenta

melhores resultados.
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Os testes BioMaxima e mariPOC apresentaram valores de VPP de 80% e 94%, respetivamente, para
detecdo de estirpes toxigénicas de C. difficile, demonstrando a sua diferente utilidade como teste de
triagem. O teste de triagem pretende detetar potenciais doentes e é aplicado a um grande nimero de
utentes sintomaticos ou assintomadticos que se encontrem em risco de doenca. O teste de diagndstico é
aplicado em caso de necessidade de confirmar a presenca/auséncia da doenga quando existem duvidas
perante o resultado do teste de triagem. Na escolha de um teste de triagem procura-se um valor alto de
sensibilidade para que sejam detetados todos os positivos, e para diagndstico é necessdrio um teste de
elevada especificidade, para que possam ser identificados os falsos positivos e os verdadeiros negativos.
(84)

A abordagem de diagndstico mais adequada seria executar o teste mariPOC para detecao da proteina
GDH e das toxinas A/B, seguido de PCR em tempo real para o gene tcdB nas amostras GDH positivas e
toxinas negativas, se os sintomas clinicos indicarem a presenca de infecao por C. difficile. (85) Amostras

com resultado de PCR negativo para as toxinas devem ser testadas para outros agentes infeciosos. (71)

Um dos beneficios do teste mariPOC é a possibilidade de aceder a resultados semiquantitativos. O
resultado pode ser utilizado para correlacionar dados entre a concentracao de GDH e/ou toxinas A/B com

o progndstico clinico. (86)

Este estudo apresenta algumas limitacoes que podem justificar a discrepancia de resultados
relativamente a literatura. Uma das razdes pode estar relacionada com o armazenamento das amostras
e excessiva manipulacdo. No armazenamento das amostras optou-se por congelar a -202C para que
integrasse as condic6es comuns a todos os testes. Mas nem sempre as amostras utilizadas cumpriram
os critérios de armazenamento indicados, visto que foram submetidas a mais do que um ciclo de
descongelacao, pelafalta de oportunidade de processar os diferentes testes no mesmo dia, tendo sido por
isso manipuladas varias vezes. Este contexto pode ter causado contaminacdes entre amostras na
preparacao de algum dos ensaios ou até mesmo degradacao de acidos nucleicos. O baixo ndmero de
amostras testadas pode tamhém ter influenciado os resultados obtidos quando comparados a estudos
com uma amostragem superior. O n amostral também nao foi 0 mesmo para cada ensaio, visto que 0s
testes em estudo foram testes que os diferentes fornecedores disponibilizaram gratuitamente para a

realizacao deste estudo.
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7. Conclusao

0O estagio foi concluido no tempo previsto com sucesso perante as espectativas e objetivos tracados
inicialmente. Foi possivel integrar, na pratica, a rotina do laboratdrio consolidando os conhecimentos
tedricos, desenvolver autonomia na realizacao de ensaios moleculares de forma independente e
aperfeicoar as competéncias e rigor na interpretacao e avaliacao dos diferentes resultados obtidos de

acordo com a metodologia aplicada.

No decorrer do estdgio foi possivel desenvolver o projeto de comparacao de métodos de diagndstico de C.
difficile. A detecao de paciente com infecao por C. difficile é fundamental devido & sua prevaléncia em

ambientes hospitalares.

Ambos os imunoensaios testados neste projeto permitem a detecdo de GDH e das toxinas A/B
simultaneamente utilizando a mesma amostra, desta forma estao os dois aprovados como algoritmo

alternativo para diagndstico de C. difficile.

Na detecao da toxina B os testes TECHLAB, BioMaxima e mariPOC tém valores de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo semelhantes. No entanto no conjunto de
parametros analisados, 0 método do mariPOC ganha algum destaque pelos seus resultados. Tém também
a grande vantagem de ter a interpretacao de resultados automatizada e a gravacao dos mesmos. Os
outros testes perdem pela interpretacao que pode ser influenciada pelo operador. O facto de ser um
método automatizado também é vantajoso, a manipulagao da amostra é mais controlada, enquanto os

outros testes dependem da cronometragem de tempo para interpretacao de resultados.

Face ao constante desenvolvimento de novas metodologias para diagndstico, é fundamental que os
laboratdrios realizem estudos como este, antes daimplementacao de uma nova metodologia, de forma a

que cada laboratdrio possa garantir a qualidade dos seus resultados.
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