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DIAGNOSTICO LABORATORIAL
[
« Fatores que condicionam a qualidade de um procedimento
diagnéstico:
Amostra: qual material, de quais espécies.
Método de colheita: quanto material, de que forma, esterilidade.
Conservacdo e transporte: tempo e modo.

Teste: escolha dos reagentes, aplicagéio da técnica (instrumentos, locais e
pessoal), leitura dos resultados.

Resultado: modalidade de expressdo, interpretagéo.

INTRODUGCAO
|
« Diagnéstico: todo recurso utilizado para identificar uma fonte de
infecgdo.
- Necessidade da correta identificagdio do agente causal:
ocorréncia
prevengdo
tratamento
estimativa de prejuizos
comércio nacional e internacional
FOCO DO DIAGNOSTICO
|
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TIPOS DE DIAGNOSTICO
[

« Clinico: baseado nos sinais e sintomas, possuem > ou < restri¢o,
dependendo da exteriorizagdio dos sinais; mais seguro em quadros
tipicos (patognoménicos).

+ Epidemiolégico: feito através de evidéncias circunstanciais.

+ Laboratorial: lanca mdo de métodos especificos que por si sb
permitem identificar o individuo doente; ou entdo fornecem
informagdes adicionais que auxiliom a identificagdo do individuo
doente.

DIAGNOSTICO CLINICO
[

+ Subjetividade?

frus TOR Adenovirus

DIAGNOSTICO CLINICO

« Obtengdo de informagdes relativas & identificagdo da doenga e ao
correspondente tratamento, objetivando a recuperac¢do do individuo
doente.

« Série de procedimentos — métodos de exploragdo clinica (semiologia).
« Sinais clinicos — diagnédstico de suspeita.

+ Confirmagéio — diagnéstico laboratorial.

DIAGNOSTICO EPIDEMIOLOGICO

« Estabelecer o perfil epidemiolégico da populagdo e das
caracteristicas ambientais, ou seja, a andlise da situagdo existente a
fim de permitir ou embasar a escolha de prioridades e a tomada de
decisdes relativas & correspondente profilaxia.

« Tipos mais frequentes:
Inquérito epidemiolégico: estudo de situagdes especificas relativas a uma
doenga numa comunidade;
Vigilancia epidemiolégica: estabelecer elementos para apreciagdo ativa
do processo saude-doenga;




DIAGNOSTICO EPIDEMIOLOGICO DIAGNOSTICO LABORATORTIAL
[ |
+ Padrées e as probabilidades de ocorréncia dos eventos morte e + Variados procedimentos derivados de diferentes disciplinas:
doenca na populagéo. patologia, microbiologia, parasitologia, radiologia, entre outros...
+ Caracteristicas ambientais: « Testes laboratoriais: procedimento para detectar um elemento em
Natureza do solo andlise (analito)
Existéncia de reservatérios e vetores Subst@ncia: horménios, antibiéticos, enzimas
Disponibilidade de dgua e alimento Agentes infecto-parasitérios
Condig¢des de componente sécio-econdmico-cultural Alteragdes teciduais
Respostas: imunolégica, fisiolégica
DIAGNOSTICO LABORATORIAL DIAGNOSTICO LABORATORIAL
[ |

+ Métodos laboratoriais diretos: quando visam reconhecer a presenga VETOEES VETEREE
do agente etiolégico no organismo do hospedeiro. DIRETOS INDIRETOS
5
Ne=F

+ Métodos laboratoriais indiretos: quando visam  constatar

indiretamente a presengca do agente etiolégico, buscando a resposta IL I \j
imune do hospedeiro. " i T

PRESENCA
DE
RESPOSTA IMUNE

PRESENCA
DO AGENTE

Morfologia, Bioquimica,
Antigenicidade, HUMORAL CELULAR

Atividade blolégica SORODIAGNOSTICO ALERGODIAGNOSTICO

Acido nucléico Ex: Reacdes sorolégicas Ex: Tuberculinizacéo




DIAGNOSTICO LABORATORIAL

METODOS
INDIRETOS

METODOS
DIRETOS

PRESENCA
DE
RESPOSTA IMUNE

PRESENCA
DO AGENTE

Caracteristicas Fenotipicas - q
P Caracteristicas Fenotipicas

(Antigénicas)

Caracteristicas Genotipicas

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

+ Caracteristicas dos métodos quantitativos:

Exatiddo ou Acurdcia: capacidade do teste de proporcionar resultados
que quando repetidos se aproximam do valor verdadeiro.

Precisdo: capacidade do teste de proporcionar resultados que quando
repetidos estdo préximos entre si, mesmo que estejam distantes do valor
verdadeiro.

Relacionados ao controle de qualidade dentro do laboratério.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Presenca ou auséncia
de uma caracteristica

Dicotomicos
Presencga de ovos de
parasitas nas fezes
sinal clinico
reagao de hipersensibilidade
em testes cutaneos
Prenhez
isolamento viral

Métodos Quantitativos
Quantificagdo de algum

valor numérico

Continuos
contagem de hemacias e
leucocitos, dosagens
(glicose, colesterol, ureia,
creatinina)

Descontinuos
titulo viral (102, 104,
108,...)

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Alta acuriciz
Baixa precisio

Baixa acurdcia
Alta precisio

Baix: dcia
Baixa precisio




METODOS LABORATORIAIS

« Sorologia: estudo cientifico do soro sanguineo, ramo da biologia que
estuda os antigenos, os anticorpos e suas interagdes.

+ Reagdo sorolégica: artificio laboratorial para demonstrar a reagéo
antigeno X anticorpo.

IDENTIFICAGAO
SOROLOGICA

AGENTE

SORODIAGNOSTICO

ANTIGENO

> PADRAO

CONHECIDO!
SORO PADRAO
? CONHECIDO! '*'

>7?

SORO
SUSPEITO

METODOS LABORATORIAIS

+ Teste de ligagéio primaria:
Imunofluorescéncia: 0,00005 pg/ml
ELISA: 0,0005 pg/ml

« Teste de ligagéio secundéria:
Hemagl. Passiva: 0,01 pg/ml
Fixagdio do complemento: 0,05 pg/ml
Aglutinagéio de bact.: 10,05 Ug/ml
Precipitagdo em gel: 30,00 pg/ml

METODOS LABORATORIAIS

« Teste de ligagéio primdria: permite detectar diretamente a reagéo
Ag-Ac.

+ Teste de ligagéio secunddria: depende da observagéio de fendmenos
secunddrios a ligagéo do Ag-Ac.

D &

ANTIGENOS E ANTICORPOS

Natureza variavel

Anticorpos

+ molécula glicoprotéica

- solUvel ou particulado - sempre solUvel

bruto - monoclonal

purificado policlonal

recombinante recombinante

- epitopo: 12x17x34 A

4 a 8 aa ou polissac.

pardtopo




METODOS DIAGNOSTICOS INDIRETOS
[
+ Sinal da reagdo
E a integragcdo de impulsos elementares, ou seja, a ligagdo
dos pardtopos com seus epitopos correspondentes
Possui natureza varidvel e mensurdvel (aglutinagdo,
precipitacdo, radioatividade, fluorescéncia, cor, etc.)
SINAL DA REACAO
[

S=Se+3+¥X

S = Sinal

Se = Sinal Especifico
Si = Sinal Inespecifico
R = Ruido

’
DIAGNOSTICO LABORATORTIAL
|
IDENTIFICACAO IDENTIFICAGAO
GENOTIPICA FENOTIPICA
A - MORFOLOGIA
ACIDOS NUCLEICOS A
(DNA / RNA) ATIVIDA?\‘E)I_I[EGIBEISégGch
Interagdo AN x AN
(Hibridizag&o) Interagdo Ptn x Ptn
Interacdo AN x AN x Ptn Interagdo Ptn x substrato
(PCR)
SINAL DA REAGCAO
|

SI

Sinal Inespecifico

A

Ruido

E a integragdo de
impulsos
elementares
inespecificos

E a integracdo de
impulsos
ndo elementares

(E imunolégico) (N&o é imunolégico)

(N&o é fruto de reagdes
antigeno x anticorpo)

Com reagdes cruzadas




SINAL DA REACAO
|
« doente « sadio
« infectado « ndo-infectado
« alterado « ndo-alterado
« inadequado « adequado
SITUACAO IDEAL
/A2
Métodos Diagnésticos
|

Qual é ponto de
corte ideal?

Freq.
— +

SADIOT b DOENTES

Titulo de anticorp(;s

SINAL DA REACAO
|
SUSPEITO NEGATIVO
« doente « sadio
« infectado ’ « ndo-infectado
« alterado o « ndo-alterado
+ inadequado + adequado
SITUAGAO REAL
‘ /24
CARACTERISTICAS DOS TESTES DIAGNOSTICOS
|

+ Para avaliar a sua confiabilidade:

Sensibilidade (analitica e diagnéstica)
Especificidade (analitica e diagnéstica)
Valor preditivo positivo

Valor preditivo negativo




CARACTERISTICAS DOS TESTES DIAGNOSTICOS

Baseadas em quadro que leva em consideracdo:
Condigéio verdadeira: infectado X ndo-infectado

Resultado do teste: positivo X negativo

CARACTERISTICAS DOS TESTES DIAGNOSTICOS

Resultado do Condigdo do individuo

teste Infectado  Ndo infectado Total
Positivo vP FP VP+FP
Negativo FN VN FN+VN
Total VP+FN FP+VN n

VP = verdadeiro positivo: reflete a sensibilidade do teste
FP = falso positivo

FN = falso negativo

VN = verdadeiro negativo: reflete a especificidade

n = ndmero total de individuos estudados

Resultado do Condigdo do individuo Total
otal
teste Infectado  Ndo infectado

Positivo a b & a+b

Negativo c R d v/ c+d
Total a+c b+d a+b+c+d

A
PREVALENCIA

Prevaléncia verdadeira: total de infectados sobre o total

individuos estudados.

VP+FN x 100
n

de

Prevaléncia aparente: total de positivos no teste sobre o total de

individuos estudados.

VP+FP x 100
n

SENSIBILIDADE ANALITICA

Sensibilidade Analitica:
Limiar de detec¢do

E a menor quantidade de elementos em andlise que o teste é capaz de
detectar e gerar sinal

Em geral, é feita uma dilvicdo seriada do elemento em andlise (sinal
especifico)

1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, ...

1:1 (100), 1:10 (10-1), 1:100 (10-2), 1:1000 (10-3), ...




SENSIBILIDADE DIAGNOSTICA ESPECIFICIDADE ANALITICA

Sensibilidade Diagnéstica: Especificidade Analitica:
E a capacidade de um teste classificar como positivo quem realmente é E a capacidade do teste detectar sé o elemento de andlise (sinal especifico)
positivo e ndo detectar elementos de andlise semelhantes
E a proporcdo de verdadeiro positivos ao teste dentre os positivos reais E a ndo ocorréncia de reagdes cruzadas (sinal inespecifico)
Falta de sensibilidade = aumento de falso-negativos (é o positivo Dificil de se determinar...

classificado erroneamente) Cepas padréo, sorovares, genotipos, mutagdes efc...

VP x 100
VP+FN

ESPECIFICIDADE DIAGNOSTICA CARACTERISTICAS DOS TESTES DIAGNOSTICOS

Especificidade Diagnéstica: Causas de resultados positivos e negativos nos testes sorolégicos:
Capacidade do teste fornecer um resultado negativo quando o individuo

~ . X o . verdadeiro = infec¢do
realmente ndo possui o parémetro mensurado (n&o-infectado).

positivo falso = vacinagdo, reagéio cruzada, ruidos, auto-aglutinagéio,

E a proporgdo de verdadeiro negativos ao teste dentre os negativos reais. atividade anti-complementar.

Falta de especificidade= aumento de falso-positivos (é o negativo
classificado erroneamente) .
verdadeiro = auséncia da infecgéo

VN 100 falso = inicio de infecgdio, tolerdncia imunolégica, material

X negativo

W"‘FP 9 colhido nas proximidades do parto, classe de anticorpo
detectado pelo teste, limiar de detecgdo do teste, falha no
teste.




CARACTERISTICAS DOS TESTES DIAGNOSTICOS

Estimativa relativa de Sensibilidade e Especifidade
relacionada com a forma de identificagdo da condigcdo verdadeira.

a determinagéio da condi¢cdo verdadeira é feita com base em um teste
biologicamente relacionado com o teste que estd sendo realizado (testes
padrdo, padrdo ouro, gold standard).

Resultado do  Resultado do teste padrdo

teste Positivo Negativo Total
Positivo VP FP VP+FP
Negativo FN VN FN+VN

Total VP+FN FP+VN n

CARACTERISTICAS DOS TESTES DIAGNOSTICOS

Relagéio entre Sensibilidade e Especificidade:
guardam uma relagdo inversa entre si.

determinados pelo Ponto de corte ou Ponto critico ou “Cut off”.

Qual ponto de corte?

Freq.

Titulo de anticorpos

CARACTERISTICAS DOS TESTES DIAGNOSTICOS

TRIAGEM CONFIRMATORIO

= —)
Aumento da Aumento da
sensibilidade especificidade
Freq.
- +

SADIOS DOENTES

Titulo de anticorpos

VALOR PREDITIVO

Valor Preditivo Positivo (VPP): é a proporgdo de verdadeiro
positivos entre os positivos do teste (é o quanto posso acreditar no
resultado positivo).

VP x 100

VP+FP

Valor Preditivo Negativo (VPN): é a proporcéo de verdadeiro
negativos entre os negativos ao teste (é o quanto posso acreditar no
resultado negativo).
VN x 100
VN+FN
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VALOR PREDITIVO

Valor Preditivo Positivo (VPP):

aumenta com a diminvigéio da sensibilidade.

aumenta com o aumento da prevaléncia, para sensibilidade e
especificidade diagnésticas fixas.

Valor Preditivo Negativo (VPN):
aumenta com a diminvicdo da especificidade.

aumenta com a diminvigdo da prevaléncia, para sensibilidade e
especificidade diagnésticas fixas.

INDICE DE YOUDEN

indice de Youden: leva em consideracdio a sensibilidade e
especificidade diagnésticas para determinar o “melhor” teste.

quanto mais préximo de 100, “melhor” é o teste.

S+ E-100
ou
VP x 100 | +| VN x 100 | - 100
VP + FN VN + FP

COEFICIENTE GLOBAL e CONCORDANCIA

Coeficiente global do teste: reflete os resultados verdadeiros do teste
em relagdo ao total da amostra.
Mede a proporgdo de resultados verdadeiros que o teste revela na
populagéo.
Taxa de concordéancia entre testes ou Indicador Kappa: comparagéo
entre dois testes.
validagdo de novos testes em relagdo ao teste padrdo.

wp»

quanto mais préximo de , melhor.

VP + VN
n

INDICADOR KAPPA

Valor de kappa Concordéncia
0 Pobre
0-0,20 Ligeira
0,21 — 0,40 Consideravel
0,41 - 0,60 Moderada
0,61 -0,80 Substancial
0,81 -1 Excelente
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INDICADOR DE CONCORDANCIA AJUSTADO

Indicador de Concordéancia Ajustado ou Indicador Kappa Ajustado:

descarta a concordéncia devida ao fator chance (acaso).
varia de -1 a +1:
-1 = discordancia total

0 = acaso K:M

+1 = concordéncia total 1-Pe

Po = proporcéo de concordancia observada (Indicador Kappa)
Pe = proporcéo de concordancia esperada

INDICADOR DE CONCORDANCIA AJUSTADO

Po = [VP+VN \
n

Pe = {[[vaP]x ﬁIP+FN]]+[ N+VNJ" [FP*VN]]]’

. - ]

INDICADOR DE CONCORDANCIA AJUSTADO

[VPWN - {[[VP+FP]x (vP+FN]) +[FN+VN) x [FP+VN]]|
Kaj : n J n2 J

1 - [fve+rp)x(vP+EN) )+[EN+VN) x[FP+VN]] |
n2 J

METODOS DE DIAGNOSTICO

Outras caracteristicas:

Custo

Praticidade
Repetibilidade
Reprodutibilidade
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EXERCICIO 1

Inquérito soroepidemioldgico para a detecgdo de imunoglobulinas de
classe M (IgM) para enfermidade X em 100 individuos.

O diagnéstico clinico do veterindrio resultou em 60% de ocorréncia da
enfermidade nessa populagdo.

O diagndstico laboratorial resultou em 90% de positividade. Dentre
estes, o veterindrio diagnosticou 55 doentes. Ndo houve erro
laboratorial.

a) Tabela 2X2, S e E, VPP e VPN do veterindrio, sendo o padrdo-
ouro o diagnéstico laboratorial;

b) Comentar.

EXERCICIO 2

Avaliaglio de um teste soroldgico para diagnéstico de brucelose bovina em
um lote A de animais infectados e um lote B de animais livres:

A = B0 animais - isolamento de B. abortus (48 positivos ao teste e 2
negativos ao teste).

B = 50 animais - animais livres (5 positivos ao teste e 45 negativos ao
teste).

Calcular: Sensibilidade, Especificidade, VPP, VPN, Taxa de
concorddncia entre testes, Indice Youden e Kappa Ajustado
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