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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas houve um imenso progresso no
diagnostico laboratorial devido ao desenvolvimento das
diversas ciéncias da vida, tais como a biologia, a biofisica
e a bioquimica, associado ao grande avango no estudo de
fendmenos naturais. Isso propiciou um avanco tecnologico
aplicado em diferentes técnicas laboratoriais que, conse-
quentemente, ajudaram a aperfei¢oar o diagndstico em diver-
sas especialidades clinicas, incluindo a infectologia. Assim,
houve a possibilidade de deteccdo de diversos analitos em
quantidades muito infimas na grandeza de picogramas (10'?)
ou menores. Algumas descobertas foram essenciais para o
desenvolvimento do diagnéstico laboratorial, entre as quais
podem ser citadas a técnica de obtenc¢do de anticorpos mo-
noclonais, o desenvolvimento do imunoensaio em todas as
suas fases, a utiliza¢@o do /aser, a descoberta de enzimas de
restri¢cdo e o aperfeicoamento de outras técnicas de biologia
molecular, como a amplifica¢do da sequéncia de nucleoti-
deos (PCR). Diversos métodos laboratoriais amplamente
empregados ha mais de 40 anos sdo ja considerados de um
passado histdrico, obsoletos e que cairam completamente
em desuso, devido a sua falta de sensibilidade, especifici-
dade e, as vezes, por seu empirismo ou complexidade técni-
ca na sua execucdo. Atualmente, a maioria dos laboratorios
clinicos trabalha com equipamentos automatizados, de alta
tecnologia, que permitem o processamento de maior quanti-
dade de amostras com menor volume de fluidos bioldgicos
com maior rapidez, melhor desempenho, diminuindo o erro
humano por equivocos na pipetagem, troca de amostras e
leitura erronea, beneficiando, assim, o usuario final e o so-
licitante dos exames de laboratorio. Mas, existem diversos
exames laboratoriais que, com o correr do tempo, ainda sdo
amplamente utilizados em infectologia e, as vezes, ainda
considerados insubstituiveis, como o método de colorag¢do
de Gram (1893), ou outros métodos diagndsticos também
antigos, entre eles a reagdo de VDRL e ASLO. Existe atual-
mente em situacdes de emergéncia, a beira de leitos ou em
consultorios, a tendéncia a se realizar testes com disposi-
tivos (point of care testing) para realizar o diagnostico de
uma determinada doenga infecciosa e, entdo, poder adotar
conduta terapéutica adequada ou medidas profilaticas ou
de interesse epidemiologico. Deve-se ter muito cuidado na
interpretagdo desses testes, que podem dar resultados ambi-
guos ou falsamente positivos e negativos, e que dependem
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da experiéncia do executante bem como da qualidade dos
sistemas de diagnostico.

Algumas doencas infecciosas possuem quadros clini-
cos bem caracteristicos, inclusive associados a anteceden-
tes epidemioldgicos, cujo diagnostico se torna mais fécil.
E bom lembrar que doencas exantematicas, de diagnostico
mais raro, tornaram-se mais frequentes quando algumas
doencas infecciosas foram praticamente erradicadas pela
vacinac¢ao da popula¢do. Como exemplo, temos as doencas
exantematicas mais frequentes como a erradicacdo do sa-
rampo. Diversas doencas infecciosas tém um largo espectro
de sintomas e sinais clinicos de diversas sindromes clinicas.
Muitas vezes ha também a ocorréncia de diversas doencas
infecciosas com praticamente uma sindrome clinica. Como
exemplo, podemos citar as vérias infeccdes respiratorias
que podem ser origindrias tanto de agentes infecciosos vi-
rais quanto bacterianos, fingicos ou parasitarios. Convém
lembrar que ocorrem quadros atipicos de doencas infeccio-
sas com sintomatologia frustra ou modificada, em decorrén-
cia de vacinagdo prévia que ja perdeu a eficacia ou a qual
o hospedeiro ndo apresentou resposta imunitaria eficiente.
Pacientes imunodeprimidos por diversos fatores, como pre-
maturidade, senilidade, desnutricdo severa, doengas croni-
cas, imunossupressao quimica ou decorrente de sindromes
de imunodeficiéncia congénita ou adquirida, poderdo ter
quadro clinico de doengas infecciosas diferente do de in-
dividuos normais. Lembremo-nos da existéncia de doencas
emergentes ou reemergentes decorrentes de diversos fatores
como mutacdo no agente etioldgico, altera¢cdes ambientais,
globalizagdo, bioterrorismo, entre outras causas que deve-
rao ser identificadas rapidamente, para as quais devem ser
tomadas medidas curativas e de contencdo. Pelos diversos
fatores anteriormente citados, ¢ impensavel prescindir o uso
do laboratério para identificacdo do agente etioldgico pe-
los diversos recursos técnicos que o laboratorio fornecera,
como ajuda para diagndstico, tratamento e profilaxia na area
da Infectologia.

OBJETIVOS

A utilizagdo dos exames laboratoriais em Infectologia,
bem como em outras especialidades médicas, nao substitui
a historia e o exame laboratorio clinico do paciente, bem
como os antecedentes pessoais, familiares ou epidemiologi-
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cos na realizacdo do diagnéstico da doenca infecciosa, mas
¢ considerada um elemento complementar para efetuar ou
confirmar o diagnostico. bem como fornecer subsidios para
a orientagdo terapéutica e controle evolutivo do paciente.

Os exames laboratoriais nas doengas infecciosas e para-
sitarias sdo utilizados para:

® definir os sistemas, o6rgdos ou liquidos bioldgicos
comprometidos pela doenga infecciosa,

* avaliar o paciente do ponto de vista hidroeletrolitico
e metabolico;

* auxiliar na interpretacdo de alteragdes inespecificas
peculiares a doencas infecciosas agudas, tais como
alteracdes hematoldgicas, que comumente ocorrem
em doengas bacterianas e virais agudas; e dosagem
quantitativa de analitos de proteinas de reacdo de fase
aguda, que geralmente estdo alteradas em processos
infecciosos e inflamatérios agudos, como pré-albumi-
na, a-glicoproteina acida, B, microglobulinas, protei-
na C reativa (PCR), TNF (fator de necrose tumoral),
interleucinas, fatores de coagulacio etc.;

= fornecer dados relevantes para o controle da evolugdo
clinica e prognéstico do paciente infectado, e infor-
magdes sobre o estado imune do doente pela reali-
zagdo de fenotipagem linfocitaria e pela detec¢io de
marcadores antigénicos, e sua quantificagdo quando
possivel,

* objetivar diagnostico etiologico das infecedes clini-
cas, assim como fornecer, quando possivel, subsidios
para a terapéutica adequada para a cura clinica ou mi-
crobiologica.

DIAGNOSTICO ETIOLOGICO

E conseguido pela descoberta do agente causador da doen-
¢a ou infecgdo em paciente com suspeita de doenca infeccio-
sa. Para isso, devemos considerar os fatores pré-analiticos
que poderdo nos ajudar na pesquisa do agente causador dessa
doenga, tais como antecedentes epidemioldgicos, vigéncia de
surto epidémico, contato com doentes, animais, vetores, via-
gens, condi¢des de habitagdo, alagamentos, alimentos suspei-
tos de estarem contaminados, uso de medicamentos etc.

AMOSTRA

O sucesso do isolamento do agente causador da doenca
infecciosa depende das condigdes da amostra, do seu manu-
seio, dos meios de transporte, armazenamento, bem como
da fase clinica da infec¢do. As amostras de liquidos bioldgi-
cos estéreis deverdo ser coletadas em frascos estéreis e, con-
forme a suspeita de bacteremia, de infec¢des por bactérias
anaerébias, fungemia ou viremia, deverdo ter procedimen-
tos especiais de coleta. Amostras de regides do organismo
nao estéreis deverdo ser semeadas em meios apropriados
contendo inibidores para favorecer o crescimento do mi-
crorganismo que se queira identificar. Convém sempre con-
sultar manuais de coleta de amostras microbiologicas ou
pedir informagdes ao laboratorio de apoio. Além da coleta
correta, dependem do sucesso na obtengdo de um diagnos-
tico o transporte e a conservagio da amostra em meios de
transportes adequados, a conservacio desta amostra clinica

em otimas condi¢des e a chegada rapida do material a ser
examinado ao laboratdrio.

Um fator técnico que deve ser observado, além de preci-
sdo, exatiddo, reprodutibilidade, sensibilidade e especificida-
de analitica dos elementos a serem pesquisados, é a andlise
clinica dos testes laboratoriais empregados, que compreende
a sensibilidade e especificidade clinica ou diagnéstica.

SENSIBILIDADE CLINICA

A sensibilidade clinica de um teste ¢ a propor¢ao de casos
positivos de um total de pessoas que tém uma determinada
doenga. A frequéncia de resultados positivos de um total de
casos da doenca ¢ conhecido como resultado verdadeiramen-
te positivo (VP) e ¢ expresso em porcentagem. Os resultados
negativos dos casos positivos de doenga sdo conhecidos como
falso-negativos (FN). A formula para a expressao de sensibili-
dade em porcentagem é: % = (VP/VP + EN) x 100.

ESPECIFICIDADE CLINICA

A especificidade clinica de um teste é a proporcio de
valores negativos de um total de pessoas sem uma determi-
nada doenca. A frequéncia de resultados negativos de um
total de casos livres da doenca é conhecido como resultado
verdadeiramente negativo (VN) e é expresso em porcenta-
gem. Os resultados positivos dos casos livres de doenca sdo
conhecidos como falso-positivos. Especificidade em % =
(VN/VN + FP) x 100.

VALOR PREDITIVO POSITIVO

O valor preditivo positivo (VPP) de um teste é definido
como a probabilidade de um paciente com um teste positivo
apresentar a doenca.

VALOR PREDITIVO NEGATIVO

O valor preditivo negativo (VPN) de um teste é definido
como a probabilidade de um paciente com um teste negativo
estar isento da doenca.

= METODO DIRETO

Como o isolamento do microrganismo pode demorar
muito tempo, para realizar o diagndstico de certeza deve-
mos usar métodos diretos que poderdo dar uma ideia ou, as
vezes, o provavel diagnostico do processo infeccioso.

Baseia-se na visualizacdo do agente etiolégico direta-
mente da amostra clinica. Em geral, coloca-se o material
biolégico na lamina de vidro ou realiza-se um esfregaco,
utilizando-se um sistema 6ptico para visualizacdo direta do
agente etiologico que, na maioria das vezes, é realizada em
microscopio normal. O material a fresco colocado em 1ami-
na podera ser visualizado em campo escuro para deteccio de
espiroquetas ou espirilos na amostra. Quando se examinam
estruturas maiores, utilizamos lupa invertida apropriada.
Normalmente empregam-se métodos de coloragdo, depen-
dendo da suspeita clinica. Como exemplo veja a Tabela 1 1

* Vantagens do método: orientagio rapida para o diagnds-
tico, terapéutica e medidas profilaticas de saude coletiva.
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* Desvantagens: em geral, falta de sensibilidade. pois
no caso de microrganismos pequenos, devera haver
uma concentra¢do muito grande deles para serem vi-
sualizados em campo microscopico de grande aumen-
to (concentra¢do maior que 10° bactérias por mL). A
especificidade diagnostica somente € boa com estrutu-
ras mais nitidas, como no caso de protozoarios e me-
tazoarios, que poderdo ser mais bem visualizados em
pequeno e médio aumento ou com lupa, ou de alguns
tipos de virus em microscopia eletronica.

IDENTIFICACAO DO AGENTE ETIOLOGICO

Para se identificar o agente etiologico causador de doenca
infecciosa, é necessario isola-lo para possivel identificacio
posterior por métodos bioquimicos, dpticos, imunologicos,
moleculares, entre outros. Inicialmente, dependendo se o
microrganismo foi isolado de areas do corpo nio estéreis, é
necessario saber se 0 mesmo microrganismo ndo ¢ patogé-
nico e faz parte da flora normal do individuo. Em liquidos
estéreis, como liquor, sangue, urina etc.. o isolamento de um
microrganismo ¢ significativo, isto ¢, afastando-se hipotese
de contaminagdo da amostra clinica processada. Classica-
mente, o diagnostico de uma doenga infecciosa deve preen-
cher os postulados de Koch, ou seja, o agente microbiano
deve ser observado nas lesdes em caso de doenca, cultivado
e subcultivado em meios de cultura artificiais e reproduzir
a doenca quando inoculado em animal de experimentacdo
suscetivel. Esse critério ndo é mais absoluto, pois existem
microrganismos que ndo sdo cultivaveis e ndo reproduzem
a doenca em animal de experimentacdo. Pela identificacio
de sequéncias génicas especificas de microrganismos. por
técnicas de biologia molecular, consegue-se confirmar o
diagnostico de agentes causadores de doenca, outrora nio
identificados. O isolamento de agente infeccioso causador

Tabela 1 1 Métodos de coloragdo comumente empregados em
infectologia.

Método Finalidade

Coloracao de Gram Diferenciar bactérias por

morfologia e coloracao

Método de Ziehl-Nielsen Detectar bacilos &lcool-acido-

resistentes

Auramina-rodamina

Alaranjado de acridina (AQ)

BAAR por autofluorescéncia

Bactérias em sangue por
autofluorescéncia

Lugol Protozoarios e metazoarios

KOH a 10%

Fungos

Coloracao de Giemsa Protozoarios em sangue e

inclusoes virais

Azul de toluidina Pesquisa de pneumocistose em

secrecao

Azul de metileno
Método de Albert
Tinta da China

Leucocitos em fezes e secrecoes

Corpusculos metacromaticos

Capsula em criptococo

Imunofluorescéncia direta Bactérias, leveduras, virus

Microscopia eletrénica Morfologia de particulas virais
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de doenga clinica ¢ obtido pelo cultivo da amostra em meio
de cultura adequado e devera ser orientado de acordo com a
suspeita de doenga. Assim, o médico devera fornecer dados
para o diagndstico laboratorial, pois os procedimentos para
pesquisa de bactérias aerdbias, anaerdbias, leveduras, fun-
gos, virus e outros agentes infecciosos nio sdo universais e
sdo peculiares para cada grupamento. Dados epidemiol dgi-
cos e de estadio da doenca clinica sdo fundamentais. Assim,
fatores como o tempo de incubagdo, temperatura, pH, osmo-
laridade, atmosfera, aditivos, inibidores enziméticos e anti-
bidticos do meio de cultura, solugdes salinas ou linhagens
celulares empregadas devem ser rigorosamente observados
para se obter éxito nesse intento. A vantagem do cultivo,
desde que se obtenha resultados positivos nos diversos tipos
de amostras clinicas, tais como sangue total, plasma, liquor,
urina, transudatos, exsudatos, secre¢des, fezes, bidpsia e
outros, € que sejam preenchidos quando possivel preceitos
anteriormente referidos, ¢ o diagnostico de certeza da doen-
ca. A cultura de microrganismos, quando eficientemente
efetuada, ¢ altamente sensivel e especifica. A desvantagem é
que a cultura da amostra, dependendo do agente etioldgico e
do método de cultivo, pode ser muito morosa para se tomar
uma conduta terapéutica, quando necessario. A positivida-
de depende também da concentrag¢do de microrganismos na
amostra analisada.

METODOS INDIRETOS

Detecc¢io antigénica: em virtude da demora em se reali-
zar o diagnostico devido ao tempo maior necessario para se
obter um resultado da cultura, e da impossibilidade de se obter
resultado pelo método direto de identificagdo do microrganis-
mo responsavel pela doenca, em razao da baixa concentragio
deste ou pela auséncia do mesmo devido ao uso de antibio-
ticos ou outros fatores (como a conservagdo ou transporte
deficiente do material para estudo, ou estigio mais tardio da
doenga clinica quando o isolamento do agente infeccioso se
torna mais dificil), podemos ainda encontrar antigenos ou
metabdlitos produzidos por esses microrganismos ou partes
de suas estruturas moleculares, que poderdo fornecer subsi-
dios valiosos para o diagndstico do agente infectante. Nessas
condi¢des, recomenda-se o uso de testes répidos e de facil
execucdo a beira do leito, extremamente rapidos e de sensibi-
lidade e especificidade geralmente elevadas. Para a deteccio
de antigenos de agentes infecciosos em amostras clinicas, os
testes mais utilizados sdo reag¢des de aglutinagio, precipita¢io
e a imunofluorescéncia direta e o imunodot. Os testes de elei-
¢do de mais simples execucdo sdo as reagdes imunologicas
de aglutinacdo de particulas, como latex, gelatina, hemacias,
sensibilizadas com anticorpos.

* Teste do latex: caracteriza-se por particulas de latex
revestidas de anticorpos especificos para o antigeno
que se quer demonstrar existente na amostra. Mistu-
rando-se o anticorpo especifico para determinado an-
tigeno ligado ao latex com a amostra clinica em uma
lamina, verificamos rea¢do de aglutinacdo observada
visualmente, quando ha reacdo antigeno-anticorpo.

* Teste de coaglutinacio: ¢ constituido de “proteina A
da parede de cepa de estafilococos ligada a anticorpo
especifico pela fragdo cristalizavel da imunoglobuli-
na. Neste teste também se observa visualmente reacio




de aglutinagdo quando ha reagdo antigeno-anticorpo.
As reacoes de precipitacdo mais comuns sio os testes
de difusao simples ou dupla, imunodifusdo radial e a
contraimunoeletroforese (CIE). Nas reacdes de preci-
pitacdo, o encontro do antigeno (amostra clinica) com
anticorpo especifico em uma placa de agarose resulta
em uma reagdo de precipitagdo visivel e identificada
a olho nu.

* Contraimunoeletroforese (CIE): este método ja foi
muito utilizado, porém, ¢ mais complexo, pois carac-
teriza-se por uma reagdo de precipitacdo sob a cor-
rente elétrica. Tem a desvantagem da necessidade de
técnica de execugdo complexa, aparelhagem especifi-
ca e maior quantidade de anti-soros e amostra. Nesse
teste, quando a reagdo ¢ positiva, temos uma linha de
precipitagdo no encontro do antigeno da amostra com
0 anticorpo soro-especifico, observada visualmente
quando ha reacdo antigeno-anticorpo.

* Reacdo de imunofiuorescéncia direta (IFD): a
amostra € fixada em lamina e o anticorpo especifico
¢ conjugado a um material fluorescente, geralmen-
te fluoresceina. Se houver encontro do antigeno da
amostra com o anticorpo soro-especifico, é exibida
fluorescéncia de estruturas celulares, observada em
microscopio fluorescente quando ha reagdo antige-
no-anticorpo. Quando o conjugado é a peroxidase, a
reacdo ¢ feita pela revelacdo da enzima com substra-
to precipitante e poderd ser observada em microsco-
pio optico comum.

®* Imunodot ou Imunocromatografia: o anticorpo ou
proteina especifica de um agente etioldgico é fixado
em uma membrana pldstica, geralmente nitrocelulose
ou dispositivo plastico com filtros. Aplica-se a amos-
tra clinica sobre a membrana e, a seguir, um anticorpo
conjugado a uma enzima, fazendo-se, em seguida, a
revelacdo com substrato precipitante. Se houver rea-
¢do antigeno-anticorpo, a area aplicada da membrana
ficara corada, sendo facilmente evidenciada. Outro
método também utilizado ¢ o teste de Elisa indire-
to. Desvantagens dos métodos indiretos sdo a sensi-
bilidade dependente da quantidade de antigenos e a
especificidade diminuida, em razdo da qualidade do
anticorpo, das reagdes cruzadas entre diversos antige-
nos, e condi¢des da amostra clinica, como a quantida-
de de proteinas e enzimas proteoliticas, entre outros
fatores interferentes.

Pesquisa de anticorpos por métodos
imunolégicos ou sorolégicos

Os testes soroldgicos sdo utilizados para confirmar uma
doenga infecciosa indiretamente, quando o agente etiologi-
co ndo pode ser observado por método direto ou cultivado
para realizar o diagnéstico de certeza. Também podem dife-
renciar uma infecgo primaria de uma secundaria pelo perfil
das imunoglobulinas encontradas. Auxiliam no diagnéstico
de infeccdo congénita e neonatal. Sdo tteis no controle evo-
lutivo de uma infec¢do e para demonstrar cronicidade de
uma infec¢do pela persisténcia de antigenos. Estudos epide-
mioldgicos de incidéncia e prevaléncia de infecgdes clinicas
e subclinicas em grupos populacionais sio de estimado va-
lor. Permitem verificar a eficacia de imunizac¢des em satude

coletiva ou em individuos de diferentes grupos etarios. Em
casos de infecgbes assintomaticas, imunossupressio por
doenca ou por agentes terapéuticos, bem como em trans-
plantes de 6rgéos, a determinagdo de anticorpos de doencas
oportunistas ¢ essencial para controle profilatico e terapéuti-
ca adequada. Para a detec¢do de anticorpos produzidos pela
infec¢do do antigeno causador da doenca clinica sdo em-
pregados diversos tipos de testes imunoldgicos dependentes
da facilidade de uso, nimero de amostras a serem testadas,
sensibilidade e especificidade dos mesmos e a habilitagdo
tecnologica de se elaborar antigenos especificos para o anti-
corpo a ser testado ou quantificado, quando possivel. O teste
mais antigo para estudo sorologico de doenca infecciosa é
a “reagdo de Widal” para diagnostico soroldgico da febre
tifoide, criado na tltima década do século XIX. Consistia
em reagdo de aglutinagdo direta, na qual o carreador da rea-
¢do era a propria bactéria Salmonella tiphy com antigenos
fisico-quimicamente tratados, que reagiam com o soro de
paciente seriadamente diluido em diversas concentracdes
padronizadas. A maior dilui¢do em que ocorria aglutinacio
de particulas era considerada titulo de anticorpos presentes.
Os testes soroldgicos mais comumente utilizados, aqui des-
critos resumidamente, sdo: reagdes de aglutinacdo direta,
cujo exemplo foi citado anteriormente, quando os antigenos
pertencem ou ocorrem em células de agentes infecciosos ou
em hemdcias; reagdo de aglutinagdo indireta, quando os
carreadores de antigenos podem ser- particulas de poliesti-
reno (latex), hemdécias naturais ou tratadas quimicamente de
diversas espécies de animais, gelatina, bentonita etc., que na
presen¢a de anticorpos especificos demonstram aglutinagio
de particulas visiveis a olho nu ou em microscopia 6tica;
reagoes de precipita¢do, que compreendem os métodos de
imunodifusdo simples, dupla e radial, CIE, entre outros, e
nessas reacoes, o antigeno soluvel se encontra com o anti-
corpo, formando banda de precipitacdo; testes de floculacéo,
uma reagdo de precipitagdo com propriedades de agluti-
nacdo, formando, na reagdo antigeno-anticorpo, grumos e
precipitados de particulas finas, sendo o antigeno da reacdo
ndo soltuvel, como por exemplo VDRL e RPR, reacdes de
Jfixagao de complemento (RFC), que ja foram muito usadas
antigamente, mas sdo ainda valiosas para o diagnostico de
certos virus respiratdrios e enterovirus. E um teste composto
por duas fases, sendo a primeira o sistema teste formado
por soro de paciente, antigeno e complemento; e a segunda,
pelo sistema indicador constituido por heméacias de carneiro,
hemolisina e complemento de cobaia. Se houver anticorpo
especifico ao antigeno, ndo se observa hemolise na reacio;
reagoes de neutraliza¢do, principalmente usadas em labo-
ratorio de virologia, onde se utilizam anti-soros especificos
para determinar auséncia de efeito citopatico de virus em
linhagens celulares; reagdes de inibi¢do de hemaglutinacéo
(IHA), que se baseia na propriedade de certos virus produ-
zirem hemolise. Na presenca de anticorpos especificos, essa
hemolise ¢ inibida, testes de imunoftuorescéncia ou imu-
noperoxidase indireta, quando se fixam células em lamina
e a amostra com anticorpo se liga ao antigeno. Executa-se
lavagem da lamina para eliminacdo de anticorpos inespeci-
ficos ndo ligados e adiciona-se, a seguir, antiimunoglobulina
humana total ou anti-IgG, IgM ou IgA conjugada a material
fluorescente, e analisa-se a existéncia de fluorescéncia des-
sas estruturas na lamina fixada. No caso de o conjugado ser
a peroxidase, a reagdo ¢ feita pela revelacio da enzima com
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substrato precipitante e podera ser observada em micros-
copio o6ptico comum. Imunoensaios utilizam conjugados
marcados com enzimas — ensaio imunoenzimdtico (EIE) —,
cujos marcadores da reagdo podem ser enzimas ELISA (En-
zime Linked Immuno Sorbent Assay) ou isétopos radiativos
para radioimunoensaio (RIA) ou substrato quimiolumines-
cente e fluorogénicos.

O teste ELISA indireto, com suas diferentes variacdes,
¢. atualmente, o teste preferido para a identificacdo de anti-
corpos especificos para determinado agente infeccioso. Sua
vantagem € a sua sensibilidade, o uso de pequenas quan-
tidades de amostra clinica e reagentes e a possibilidade de
execucdo de grandes quantidades de amostras clinicas, pro-
porcionando economia de tempo e de custos. Além disso,
0 teste pode ser completamente automatizado em todas as
etapas. E o teste ideal para inquéritos epidemioldgicos po-
pulacionais. Baseia-se na aplicagdo de antigeno em suporte
de material plastico, geralmente em superficie de cavidades
de microplacas ou pérolas de poliestireno. Apos lavagem,
aplica-se amostra clinica de material bioldgico e incuba-se
a determinada temperatura para haver unido de antigeno
com anticorpo especifico. Novamente procede-se a lava-
gem para retirada de anticorpos inespecificos que possam
interferir no resultado. Na proxima etapa ha adicio de anti-
globulina humana denominada conjugado, ligada a enzima
que frequentemente ¢ a peroxidase ou a fosfatase alcalina.
O proximo passo ¢ o emprego de um substrato que reagira
com a enzima. Apos a incubagdo, ocorre uma reacdo de cor
proporcional a quantidade de anticorpos presentes na reacio
quando se efetua a leitura em leitor de placas a determinado
comprimento de onda. Esta rea¢do é expressa em densidade
oOptica ou absorbancia, e comparada a um controle chamado
de branco. Por métodos estatisticos (ou outros) calcula-se
o valor de corte ou cut off, também chamado de limiar de
reatividade minima. Valores acima deste cuf off sdo conside-
rados positivos e, abaixo, negativos. Quando a rea¢do de cor
for intensa, podera ser visualizada a olho nu. As variantes do
teste sdo grandes, o que permitiu melhorar o desempenho
dos resultados, aumentar a sensibilidade e especificidade dos
testes e diminuir o tempo de laténcia da detec¢do de imuno-
globulinas. Outra variante comum ¢ a detec¢@o do anticorpo
por método competitivo. Neste, em uma cavidade da placa
adiciona-se quantidade conhecida de anticorpo em solu¢io
juntamente com a amostra a ser testada. Se houver antigeno
presente nessa solugdo, ele competird com o anticorpo pre-
sente, inibindo a rea¢@o deste com o antigeno fixado na cavi-
dade da microplaca, resultando em diminui¢do ou auséncia
de reagdo em caso de positividade do teste. Um teste muito
usado para determinacdo de anticorpos anti-IgM é o método
de captura para IgM, que consiste na fixacdo em cavidades
de microplacas ou pérolas de anticorpos anti-IgM humano
que se ligam ao IgM existente na amostra. A seguir, é adi-
cionado o antigeno e, entdo, um anticorpo contra o antigeno
conjugado a enzima ou outro marcador. Uma das desvanta-
gens do ELISA ¢é que a absorbancia ndo se correlaciona sem-
pre quantitativamente com a taxa de anticorpos. Atualmente
o imunoensaio, quando possivel, por sua facilidade de exe-
cucdo e pela possibilidade de processar grande niimero de
amostras, e pela possibilidade de automagio e sua alta sen-
sibilidade de automagéo tornou-se o método de escolha para
detecgdo de anticorpos. Considerando-se as doencas infec-
ciosas, que requerem diagndstico de certeza por sua gravida-
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de e transmissibilidade, e resultado precoce no diagnéstico
sorologico para tentar diminuir o periodo de deteccdo de an-
ticorpos ou janela imunoldgica, foram desenvolvidos testes
mais sensiveis e especificos. Hoje, para algumas infeccdes
como HIV e outras, a sensibilidade e a especificidade dese-
javeis é de 100% ou valor préximo. Foram desenvolvidos
testes em que houve mudanga tecnoldgica em praticamente
todas as suas fases. Assim, em vez de o antigeno ligar-se
a pérolas, liga-se a microparticulas de poliestireno para au-
mentar a superficie de adsor¢do a anticorpos. Os antigenos
sdo proteinas especificas produzidas por técnica de gene re-
combinante ou sdo peptideos sintéticos. O anticorpo secun-
dario reage especificamente contra o antigeno e é conjugado
a um sistema de amplificacdo tipo avidina-biotina dirigido
ao antigeno (a biotina ¢ aderida a superficie da imunoglo-
bulina e tem alta avidez pela avidina conjugada a enzima; ja
o0 substrato ¢ quimioluminescente para melhorar a sensibili-
dade). Assim, o teste classico de ELISA indireto é chamado
de primeira geracdo. No teste de ELISA de segunda gera-
¢d0, os antigenos sdo proteinas ou glicoproteinas por gene
DNA recombinante e a imunoglobulina conjugada ainda ¢é
anti-humana, podendo ser obtida por método amplificado,
como anticorpo biotinilado e avidina peroxidase. No ELISA
de terceira geragdo, o suporte do antigeno pode ser melhora-
do pela liga¢do antigénica a microparticulas e os antigenos
sdo proteinas por gene recombinante ou sintéticos especificos
para os diferentes anticorpos. Estes, quando capturados pelos
antigenos, sao detectados por proteinas e peptideos especifi-
cos ligados a enzima, e o substrato pode ser quimiolumines-
cente, por ser mais sensivel. Testes rapidos para deteccdo de
anticorpos contra HIV ou outros antigenos infecciosos ja sio
comercializados e uteis para orienta¢do em condutas médicas
ou terapéuticas de urgéncia, como por exemplo, em cirurgias
de urgéncia ou inicio de tratamento antimicrobiano, em que
sdo executados pelo método imunoenzimatico.

Imunodot ou Imunocromatografia: os antigenos ou
proteinas especificos de um agente etiologico sdo fixados
em uma membrana plastica, geralmente nitrocelulose ou
dispositivo plastico com filtros. Aplica-se a amostra clinica
sobre a membrana e, a seguir, um anticorpo conjugado a
uma enzima, fazendo-se, em seguida, a revelacdo com subs-
trato precipitante. Se houver rea¢do antigeno-anticorpo, a
area aplicada da membrana ficara corada, sendo facilmente
evidenciada. O teste devera ser feito no mesmo dispositivo
com controles positivos e negativos. A vantagem desses tes-
tes ¢ a alta rapidez de execucdo, com sensibilidade e especi-
ficidade comparaveis ao teste de ELISA.

Teste de Western Blot: o material do agente etiologico
isolado ¢ submetido a lise por a¢do de detergente (SDS) e
realizada eletroforese em poliacrilamida (PAGE), que se-
para as proteinas por peso molecular e carga elétrica. Em
seguida, esse mesmo material é transferido para tiras de
nitrocelulose. Estas sdo incubadas com soro de paciente e
soro controle-positivo com todas as bandas presentes, ligei-
ramente positivos e negativos. Os anticorpos reagirdo com
as proteinas existentes no soro. A seguir, realiza-se lavagem
da tira para retirar material inespecifico, incubando-a com
anticorpo anti-humano conjugado a enzima. Adicionando-
-se o substrato precipitavel, ¢ possivel observar bandas de
proteinas ou glicoproteinas correspondentes a anticorpos
especificos ao agente infeccioso. O resultado deve ser com-
parado com soros-controles.




A escolha do teste imunoldgico a ser usado depende do
custo, da facilidade de execugdo e da existéncia de equi-
pamentos especializados, bem como da habilidade e do
treinamento do executante dos testes e do desempenho dos
mesmos em relacdo ao padrdo ouro (gold standard). Além
da sensibilidade e especificidade das diferentes técnicas, po-
dem ocorrer variag¢des no desempenho dos testes de diversos
fabricantes ou variagdes em diversos lotes, dai a necessida-
de executar, em cada rotina de soro, controles positivos e ne-
gativos, além de controles de qualidade internos e externos
de kits de exames. Deve-se ficar atento, principalmente nas
técnicas de aglutinagdo e precipitagdo, a fendmenos “pro-
zona™ (excesso de antigeno em relagdo ao anticorpo) e tam-
bém, em geral, a reagdes cruzadas e fatores interferentes das
reagOes antigeno-anticorpo, tais como avidez, afinidade e
emprego de insumos de qualidade. E preferivel o uso de an-
tigenos purificados ou sintéticos e anticorpos monoclonais
nas técnicas de detecc¢do de anticorpos por métodos imuno-
l6gicos. Os testes de laboratorio estdo sujeitos a erros devido
a fatores humanos ou de instrumentagdo, ou ainda pelo tipo
de amostra, havendo a necessidade de sempre interpretar os
resultados com base nos dados clinicos e hipdteses de diag-
nostico. Quando houver davidas, deve-se rever o caso.

Convém lembrar que, para o diagnéstico individual ou
inquéritos epidemiologicos, podem ser empregados testes
de intradermorreagdo tardia, que consistem em inje¢do in-
tradérmica de dilui¢do padronizada de antigenos com lei-
tura apos 48 horas do halo de eritema ou enduragio, para
verificar imunidade celular. Esses testes apresentam valor
diagnostico ou sdo utilizados para verificar a prevaléncia de
infecgdo especifica em estudos populacionais.

Demonstraciao de metaboélitos de
agentes infecciosos na amostra clinica

A demonstrag¢do de metabdlitos constitui-se em método
de valia para o diagndstico de uma infec¢io. Os métodos
mais utilizados sdo: cromatografia liquida gasosa (GLC),
cromatografia liquida de alta pressdo ou performance
(HPLC) ou métodos enzimaticos ou bioquimicos. Como
exemplos podemos citar o estudo do perfil de acidos gra-
Xxos para o diagnostico de espécies bacterianas anaerobias,
classificacdo de espécies bacterianas, fracdo ramificada 10
ME-C18:0 de acido tuberculostearico para diagnostico de
Mycobacterium tuberculosis etc. Os métodos cromatogra-
ficos nao tém aplicacdo clinica grande, pois sdo mais utili-
zados em centros de pesquisa por exigirem equipamentos
mais completos e treinamento especializado. Como método
empirico para diagndstico de tuberculose em liquidos biold-
gicos, citamos a determinagdo da aminodeaminase (ADA).
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Entende-se como sonda genética uma sequéncia de aci-
dos nucleicos marcada, complementar a uma sequéncia a ser
detectada e que ¢ denominada alvo (farget). que pode ser
de ADN ou ARN Hibridizagdo molecular é a formacéo de
uma dupla fita de moléculas de acido nucleico complemen-
tar a uma simples fita de moléculas de 4cido nucleico. O
material a ser testado, que pode ser uma cultura bacteriana
ou amostra clinica, é em geral aplicado a um suporte soli-
do que. normalmente, é um filtro de ndilon ou lamina. Esse

Diagnéstico molecular pela utilizacio
de sondas (probes) genéticas

material € tratado para se tornar uma fita simples de DNA. A
sonda, que ¢ uma fita simples de ADN, reage com o material
genético fixado se eles forem complementares entre si, isto
¢. se houver hibridizacdo. A positividade da reagio no filtro
¢ verificada quando o marcador da sonda, que pode ser de
material radioativo, enzimas, substincias quimiolumines-
centes ou de outra natureza, for revelado ou processado, o
que pode resultar em pontos densos em radiografias ou rea-
¢do de cor. A hibridizacdo também podera ser realizada em
meio liquido ou in situ, quando é demonstrada em células
e cortes histologicos. A vantagem do teste é que o material
fixado, sendo ADN, ¢ estavel por longo periodo e nio pre-
cisa ser vidvel ou ndo cultivavel, como o HPV O método
tem desvantagens, pois pode haver reacio cruzada e a sen-
sibilidade ¢ baixa; em geral ha necessidade de cultivo do
microrganismo a ser testado. Existem marcadores, sendo os
radiativos mais sensiveis. Os marcadores que se equiparam
aos radiativos sdo os quimioluminescentes. Ja existem di-
versos sistemas no mercado dirigidos para microrganismos
de dificil cultivo. As vantagens do uso de probes ou sondas
comercializadas sdo: especificidade, rapidez no diagnéstico,
padronizagdo e detec¢do de infecgdes quando o microrga-
nismo nao for detectavel e ndo viavel.

Diagnoéstico molecular por amplificacdo génica

Hé agentes etiologicos de infec¢des que ndo sdo cul-
tivaveis e que sdo de dificil isolamento quando tém cres-
cimento lento ou presenca escassa em amostras clinicas,
como por exemplo virus de papilomavirus (HPV), hepatite
C, algumas micobacterioses e outros organismos fastidiosos
como do género Erlichia, Borrelia, Treponema entre outros.
Atualmente, por meio de técnicas de amplificacio génica, é
possivel o diagnéstico etioldgico a partir de amostras de ma-
terial genético. Na amplificacdo génica, a partir de primers,
ou iniciadores especificos, podemos, pelo encontro de se-
queéncia especifica de ADN ou ARN, amplificar o segmento
por mais de 25 ciclos em progressdo geométrica e conseguir
demonstrar a sequéncia molecular especifica do agente etio-
l6gico procurado. O método mais conhecido é a Reac¢ido em
Cadeia da Polimerase (do inglés. polimerase chain reaction

PCR), pelo qual se consegue um aumento exponencial de
uma sequéncia de DNA pesquisada, especifica para o agente
etiologico procurado. E uma técnica dependente de primers
e de temperaturas elevadas para realizar a amplificacio de
uma sequéncia especifica de DNA. Para efetuar essa rea-
¢do sdo necessarios 0 DNA da amostra testada, o controle
da reagdo, a solugdo salina contendo desoxinucleotideos
(dATP, dCTP, dTTP, dGTP), um par de primers que correm
em sentido oposto para anelamento, e a enzima Taq polime-
rase ou enzima de polimerizacdo termorresistente. Cada ci-
clo de reagao se processa em trés etapas: a. desnaturagdo do
DNAds de dupla banda (ds) a 94°C, para formar duas ban-
das simples (ss) de DNAss; b. anelamento dos primers as
regides complementares a 55°C; c. extensio a 72°C, quando
ocorre a sintese do DNAds sob ac¢do da polimerase. Apos 25
a 40 ciclos ¢ feita a detecgdo do produto amplificado por gel
eletroforese em agarose ou por outros métodos. A presenca
de sequéncia de DNA deve ser interpretada criteriosamen-
te, associada a parametros clinicos. Deve-se tomar cuidado
com falso-positivos devido & contaminagio por problemas
técnicos. Existem diversas formas de reacdo de PCR, tais
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como RT PCR para RNA, Nested PCR com dois pares de
primers, Multiplex com varios primers, AP-PCR com pri-
mers arbitrarios e atualmente se realiza o PCR quantitativo,
ou seja, considerando a carga viral, um teste importante para
quantificar infecg¢des virais para estadiamento e controle cli-
nico da doenga. O método PCR ¢ utilizado para encontro de
microrganismos ndo cultivaveis, microrganismos de cresci-
mento vagaroso ou microrganismos desconhecidos, caso em
que se usam primers universais para bactérias, ou pelo se-
quenciamento de fracdo 16S de RNA ribossémico. Pode ser
empregado para subtipagem de microrganismos como por
exemplo HBV, HPV, hepatite C e HIV E recomendado para
deteccdo de resisténcia a quimioterapicos antimicrobianos e
determinagdo de carga viral, como hepatite C e HIV

Peculiaridades no diagndstico
de infec¢oes bacterianas

Para o diagnostico clinico de infec¢des bacterianas, in-
formacdes da historia clinica e aspectos epidemioldgicos
deverdo ser fornecidos pelo médico para que o material
de pesquisa enviado seja corretamente manipulado e para
que possibilite cultivar as bactérias em meios de cultura
adequados, fatores ja assinalados no topico Diagndstico
Etiologico. Em caso de dividas sobre coleta, transporte de
material e tempo necessario para que ele seja entregue ao
laboratorio, esse material devera ser consultado e espera-se
que esses topicos sejam relatados em manuais de coleta.
Cuidados deverdo ser maiores em amostras estéreis e na-
quelas em que ha suspeita de bactérias fastidiosas, sensiveis
a alteragdo de temperatura, e que deverdo ser rapidamente
processadas. Como exemplo, podemos citar as Neisserias €
Haemophilus encontraveis no liquor de pacientes com sus-
peita de meningite bacteriana. Para isolamento de bactérias
anaerobias, os meios de transporte e culturas sio especiais,
sendo que convém avisar previamente o laboratério para
que se programe para esse procedimento. Em suspeita de
bacteremia ou septicemia usam-se frascos apropriados para
coleta e também exclusivos quando sdo processados para
equipamentos de hemocultura automatizados. Cuidados
pré-analiticos de assepsia na coleta de material, volume
minimo de sangue colhido, temperatura do frasco de cole-
ta e tempo de envio ao laboratério deverdo ser observados
para obter resultados satisfatorios. Nunca se deve coletar
amostras de liquidos bioldgicos normalmente estéreis em
frascos ndo esterilizados ou com lacre violado ou prazo de
validade vencido. Em geral, os procedimentos utilizados
para isolar e caracterizar agentes bacterianos seguem as
regras normais, ou seja, sdo efetuadas as bacterioscopias
por diversos métodos de acordo com a hipdtese diagnos-
tica, culturas em meios solidos, semi-solidos, liquidos ndo
seletivos, enriquecidos, seletivos, inibidores especificos e
diferenciais e incubados em aerobiose ou anaerobiose ou
ambientes capneicos e em temperaturas adequadas, con-
forme a bactéria a ser isolada, como requisitos para iso-
lamento de coldnias puras. A identificacdo de bactérias é
efetuada pelo estudo da sua a¢@o sobre uma série de meios
bioquimicos, incluindo fermentacdo, oxidagdo, degradagdo
de actcares, aminodacidos, acdo enzimética sobre diferentes
substratos, sorotipagem e, finalmente, testes de suscetibi-
Tidade a antibidticos e quimioterdpicos para fins terapéu-
ticos ou detec¢do de perfis de resisténcia de géneros ou
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espécies patogénicas. Os meios de identificagdo diferem
de acordo com o grupo bacteriano isolado e se diferenciam
pela morfologia e coloragdo pelo método de Gram, hemo-
lise, tamanho e aspecto de colonias bacterianas. Existem
perfis de resultados caracteristicos para diferenciar géne-
ros e espécies das diversas cepas bacterianas isoladas. Ha
equipamentos automatizados com dispositivos apropriados
para coloca¢do de amostras e que permitem leitura rapida
dos resultados em relagdo aos métodos convencionais, que
inclui a identificacdo da espécie bacteriana com o auxilio
da realizacdo de antibiograma. Em geral, o antibiograma
classico é realizado pelo método de disco difusao de Kirby
Bauer, cujos discos de papel de filtro seguem normas in-
ternacionais, com didmetro e concentra¢do de antibioticos
padronizados, e tabelas contendo a variacdo de didmetro
de halos para conceituar sensibilidade ou resisténcia a cada
antibiotico. Em casos especiais, podem ser empregados
métodos de dilui¢do em tubo e difusdo em disco por gra-
diente denominado “E test.” Dependendo do agente etiolo-
gico e do perfil de resisténcia, a presenca de B-lactamase ou
ESBL (betalactamase de espectro estendido) dessa bactéria,
ou sensibilidade a novobiocina ou meticilina, podem ser
avaliadas. Pode-se verificar, também em casos especiais, a
existéncia de fatores de resisténcia por intermédio de méto-
dos moleculares genéticos, como por exemplo PCR, sondas
genéticas ou ainda o encontro de plasmideos, entre outros,
relevante em estudos epidemiologicos de infecgoes hospi-
talares. Em pacientes especificos, como os renais cronicos,
ha a possibilidade de se dosar a quantidade de antibi6tico
presente no soro para detectar niveis toxicos ou subinibito-
rios de concentracdo dos antibioticos.

Diagnéstico laboratorial em doencas fiingicas

Nessas doengas, o exame direto da amostra em microsco-
pia pelos métodos citados é mais facil devido ao fato de as es-
truturas, maiores, serem facilmente identificaveis, bem como
no exame do material de colonias desenvolvidas em meio
de cultura para fungos, apesar de exigir bom treinamento do
técnico para realizar esse diagnostico. A hemocultura € de-
sejavel na suspeita clinica de candidiase, principalmente em
pacientes imunodeprimidos. Em suspeita de pneumocistose,
a pesquisa de Prneumocystis é executada com técnica de colo-
racdo especial de amostras de secregdo bronquica. Em casos

‘especiais, principalmente em espécies de Candida, ¢ indicado

o fungigrama para determinacdo de resisténcia. A pesquisa
de antigeno por Criptococcus ¢ realizada por meio de teste
de latex. A detec¢do de anticorpos é realizada nas seguintes
doengas sistémicas: imunodifusdo em paracoccidioidomico-
se e histoplasmose e ELISA indireto, indicado para suspeitas
clinicas de histoplasmose, coccidioidomicose, assim como
testes de intradermorreagdo, indicados para estudos popula-
cionais de incidéncia de infec¢do ou para casos isolados.

Diagnéstico de infec¢oes virais

O diagnostico de infecgdes virais tornou-se mais interes-
sante e primordial com o incremento da aplicagdo da terapia
antiviral e o aperfeicoamento de recursos de diagnostico la-
boratorial dessas doengas. A indicagdo do diagnostico viral é
realizada principalmente para confirmacao do diagnostico cli-
nico, para introducdo de terapia viral, para tomada de decisdes
urgentes dependentes desse diagnostico e para fins epidemio-




l6gicos. O isolamento de virus por cultura, apesar de ser lento
e necessitar de infraestrutura para manutengdo de linhagens
celulares, técnicos especializados e ter custo elevado, é ainda
0 método ideal para o diagnostico de certeza da infeccdo vi-
ral em amostras bioldgicas, por sua alta especificidade. Como
existem virus que ndo sao cultivaveis, ou cuja cultura ¢ muito
dificil, utilizam-se técnicas de genética molecular para reali-
zar tal diagnostico. Como exemplo citamos os virus que cau-
sam gastroenterite, o papilomavirus e os virus de hepatites.
Assim, em caso de pandemias potenciais, quando se necessita
da deteccdo rapida do agente infeccioso viral e efetuar me-
didas preventivas para evitar sua disseminacio, esse recurso
torna-se muito Util para deteccdo do agente etioldgico. Para
0 isolamento primario de um virus requer-se a inoculagao da
amostra em linhagens celulares ou em camundongos recém-
-nascidos ou ovos embrionados ou ainda em outros sistemas
hospedeiros. O sistema mais conveniente ¢ a cultura do virus
em linhagens celulares de monocamada, quando se observa o
efeito citopatico (CPE) no tubo de cultura por exame do ma-
terial em microscopia comum, que ¢ variavel para diferentes
grupos de virus. Podem ser observados agrupamentos de cé-
lulas inchadas, refringentes, arredondamento, lise ou formas
sinciciais de células. A sensibilidade de linhagens de culturas
celulares pode ser diferente nos diversos tipos de virus. Al-
guns virus ndo produzem efeito citopatico ou necessitam de
sistema indicador para serem evidenciados, como hemdcias
para verificar o evento de hemadsor¢do comum aos virus in-
fluenza e parainfluenza, ou a demonstra¢io de placas quando
a monocamada de células é recoberta com meio semissolido,
quando a formagao de placas — evidenciada por corante — re-
presenta lise celular e sdo expressas como unidades formado-
ras de placas (PFU). A utilizagdo de linhagem de linfocitos
humanos € corrente no isolamento de Epstein-Barr, de alguns
virus do grupo herpes, do HIV e do HTLV1 e 2 em laborato-
rios de pesquisa.

Método Shell Vial de Centrifugacdo de Culturas: ¢
um método que permitiu um avango no diagndstico mais ra-
pido de infecgdes, principalmente do grupo herpes, que ¢ de
gravidade maior em pacientes imunossuprimidos. Consiste
em tubo com lamina, com monocamada de linhagem celular
e com meio de cultura. Ao mesmo adiciona-se a amostra
clinica e realiza-se entdo centrifugagdo em baixa rotacio do
tubo por 30 minutos. Apds incubagido por periodo de 24 a
48 horas a 37°C, fixa-se o conjugado imunofluorescente an-
tiantigeno do virus na lamina do tubo e, entio, examina-se a
mesma em microscopio de imunofluorescéncia para detectar
0 antigeno. Assim, por exemplo, uma infec¢do citomegalica,
que por método classico demora de trés a quatro semanas
para ser detectada, pode ser demonstrada em até 24 horas.

Por método direto de diagndstico temos a deteccio de
inclusdes citoplasmaticas e nucleares por microscopia Opti-
ca de amostras, cuja sensibilidade e especificidade ndo sio
elevadas, e pela identificagdo por microscopia eletronica de
estruturas virais, indicada para: diagnéstico de lesdes vesicu-
lares de pele como varicela, herpes, vaccinia etc., virus difi-
cilmente cultivaveis, como os relacionados a gastroenterites
(por exemplo, Norwalk, adenovirus, rotavirus); virus presen-
tes em secrecOes bronquicas, bem como aqueles que podem
ser encontrados em outros tipos de secrecdes. As vantagens
da microscopia eletronica sdo a rapidez e a desnecessidade
de cultura; as desvantagens sdo a baixa sensibilidade, a di-
ficuldade em distinguir estruturas semelhantes e, também, a
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necessidade de operador com alta experiéncia, assim como
seu custo elevado, o que leva a realizagdo do procedimento
principalmente em centros de pesquisa e universidades.

A imunofluorescéncia direta também é empregada para
diagnostico de algumas infecgdes respiratorias, entre elas
aquelas associadas ao virus sincicial respiratério, a influen-
za, adenovirus e parainfluenza. As vantagens deste método
sdo a sensibilidade e rapidez, e as desvantagens seriam a
dificuldade de coleta, necessidade de experiéncia técnica e a
utiliza¢ao de reagentes caros.

A deteccao de antigeno é executada por aglutinacio de
particulas, imunofluorescéncia indireta, ensaio imunoen-
zimatico ou ELISA indireto, imunodot e RIA. Para detec-
¢do de anticorpos utilizamos varios métodos imunolégicos
semelhantes aos empregados para detec¢do de antigenos.
As dificuldades encontradas, ja foram mencionadas ante-
riormente, como a ndo detec¢do de anticorpos nos periodos
iniciais da infeccdo, diferenciagdo de infec¢iio primaria da
secundaria, definicao de infeccdo atual e pregressa, e com-
portamento diferente de anticorpos em infecgdes congéni-
tas e imunodepressao. Para deteccdo de anticorpos, a reacio
de fixacdo de complemento ainda € utilizada como padrio
para algumas infecgdes virais, e as reagdes de neutralizacao
sdo ainda usadas rotineiramente.Nelas utiliza-se antissoros
especificos para neutralizar virus especificos em amostras
simples ou pareadas, assim como também sio empregadas
reacOes de inibi¢do de hemaglutinagdo para deteccio de
anticorpos, principalmente para os virus influenza, parain-
fluenza, dengue e mixovirus. Os métodos de elei¢io para
a determinagdo de anticorpos virais sdo o ensaio enzima-
tico, de preferéncia com metodologia atualizada, e a rea-
¢do enzimatica amplificada de reagdo antigeno-anticorpo.
Eles sao empregados para diagndstico de HIV, infeccoes do
tipo TORCH (“toxoplasmose™ ndo viral), rubéola, citome-
galovirus, herpes), HTLV, dengue, hepatites A, B, C, D, E
etc. Grandes problemas da determinagdo de anticorpo sio a
reagdo cruzada, presenca de fator reumatoide, a avidez de
anticorpos e falso IgM, devido ao excesso de IgG compe-
tindo com o IgM, que podem ser diminuidos pelo método
ELISA, de captura, ja anteriormente descrito. Testes para
demonstrar resisténcia a quimioterapicos antivirais ja sdo
usados em condi¢des especiais e experimentais.

Métodos moleculares: sondas marcadas (probes) sio
amplamente usadas no diagndstico por meio de técnicas de
hibridizacao de papilomavirus humano (HPV), e ¢ feita a
subtipagem para verificar subtipos potencialmente oncogé-
nicos. Para fins diagnosticos sdo utilizados métodos de am-
plificacdo génica qualitativos para HIV, hepatites B, C e G;
para controle terapéutico e de evolugdo clinica efetua-se a
determinac¢do do numero de particulas virais replicadas ou
de carga viral por testes quantitativos descritos no topico
Diagnostico Molecular por Amplificacio Génica.

Consideracgdes no diagnostico laboratorial
de doencas parasitarias

As condicoes pré-analiticas de coleta e transporte de
material devem ser observadas tanto para fezes como para
secrecdes, excregoes e sangue. Para o diagnostico de doen-
¢as parasitarias de origem animal, devemos levar em con-
sideragao o ciclo evolutivo dos diversos parasitas, para o
entendimento das doengas e sua interpretacdo. Assim, exis-
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tem parasitas que possuem ciclo de circulacio peculiar, bem
como alguns com ciclo de migracdo para 6rgaos definidos
ou de eliminacdo pelas fezes de forma ciclica, como filaria,
giardia, ascaris etc. Estruturas macroscopicas de larvas ou
de ovos de certas parasitoses, como por exemplo as larvas de
nematoides ou proglotes de cestodeos, podem ser examina-
das e classificadas a olho nu, com lupa ou microscopio tipo
invertido, com pequeno aumento,. Normalmente, a maioria
dos parasitas intestinais pode ser observada no microscopio
comum, com material fecal montado em lamina a fresco ou
examinada com coloracdo permanente. Conforme o tipo de
parasita fecal, existem métodos de concentracao de fezes
caracteristicos para sua detecc¢do. Técnicas de coloracao sdo
diferentes dependendo das espécies procuradas, como por
exemplo para espécies de Cryptosporidium, Isospora e Mi-
crosporidia. Para o diagnostico de espécies que parasitam o
sangue, medula dssea e sistema reticulo-endotelial usam-se
procedimentos de coleta e coloragdo especiais, como a colo-
ragdo de Giemsa e a gota espessa para malaria. Geralmente,
na maioria das parasitoses, o0 método diagndstico do agente
etioldgico € direto, sendo outros métodos menos utilizados,
como a realizacdo de cultura dos parasitas. O diagnostico
sorologico ¢ mais empregado para infecgdes sistémicas,
dentre as quais as principais sdo a determinac@o de anticor-
pos para o diagnostico de leishmaniose visceral, doenga de
Chagas, toxoplasmose e amebiase extraintestinal. Existem
no mercado kits para diagnostico por aglutina¢do indireta
e hemaglutinacdo indireta, imunofluorescéncia indireta e
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ELISA, ou ainda ensaio enzimatico (EIE) para IgG e IgM
dos agentes etiologicos anteriormente referidos. Métodos
moleculares de amplificacdo, como o PCR, para parasitas de
isolamento dificil, ja foram desenvolvidos, mas ndo introdu-
zidos em testes de rotina laboratorial.
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