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Resumo: A aplicacao das técnicas de PCR para o diagnéstico molecular tem demonstrado
ser altamente efetiva, principalmente para doencgas cujo diagndstico precoce é decisivo no
sucesso do tratamento, ou ainda de patologias com etiologia de dificil detecgdo. O objetivo
deste trabalho foi apresentar as vantagens da utilizagdo de metodologias moleculares, em
especial a PCR, como diagnéstico de doencas infectocontagiosas de etiologia variada. Para
tal, foi realizada uma revisdo bibliografica em formato narrativo. Cada etiologia foi
representada por uma doenga, escolhidas em funcdo de sua importancia epidemioldgica,
sendo elas o HIV, a influenza, candidemias, toxoplasmose e tuberculose. Foram abordados
a definicdo da doenga em questéo, sua situagao epidemioldgica, o diagnéstico convencional
e a deteccao molecular.

Palavras-Chave: Diagndstico molecular. Biologia molecular. Reagao em Cadeia da
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MOLECULAR IDENTIFICATION METHODS OF INFECTIOUS DISEASES

Abstract: The application of PCR techniques in molecular diagnosis has shown a high
efficiency, especially for diseases whose early diagnosis is decisive in the treatment’s
success or in pathologies with difficult etiology detection. The aim of this work was to present
the advantages provided by molecular methodologies, especially PCR, in the diagnosis of
infecto-contagious diseases of many etiologies. For this, a narrative literature review was
carried out. Each etiology was represented by a disease, chosen according to its
epidemiological relevance: HIV, influenza, candidemia, toxoplasmosis and tuberculosis. The
definition of the disease, its epidemiological situation, the conventional diagnosis and its
molecular detection were discussed.

Keywords: Molecular diagnostics. Molecular biology. Polymerase chain reaction. HIV.
Influenza. Candida. Toxoplasmosis. Tuberculosis.
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1. INTRODUCAO

Ao se tratar de patologias, a correta identificagdo do microrganismo causador da
doenca é de suma importancia. Durante epidemias de influenza e dengue, por exemplo, a
identificacdo etiolégica possibilita acdes preventivas e de urgéncia. A auséncia do
diagnéstico etiolégico estimula a pratica de tratamento empirico, uma abordagem
terapéutica que leva ao uso indiscriminado de antimicrobianos e seleciona microrganismos
resistentes, tornando tratamentos posteriores mais complicados e caros. O diagnéstico
laboratorial de doengas infecciosas que sao aquelas causadas por virus, bactérias, fungos
ou parasitas, baseia-se normalmente no isolamento do organismo patogénico e identificacao
por observacao da morfologia em microscopia optica ou testes bioquimicos de deteccao de
atividade enzimatica ou ainda de crescimento em meios de cultura seletivos para o caso de
bactérias e fungos (CAVALCANTI et al., 2008; SIQUEIRA, 2012; SILVA; JUNIOR, 2015).

Contudo, alguns problemas podem ser relacionados a estas metodologias
consideradas padrao ouro de diagndstico, como a demora na obtengao do resultado e, em
alguns casos, imprecisao da analise, que pode comprometer o inicio da terapia adequada
contra o patdgeno. As técnicas que utilizam acidos nucleicos, permitindo a identificacdo de
sequéncias especificas de DNA, abrem perspectivas na identificacdo laboratorial rapida de
agentes patogénicos com elevada especificidade e sensibilidade, parametros muito
desejaveis no que diz respeito a andlise clinica, sem necessidade de localizar
microrganismos viaveis na amostra biolégica. No entanto, a implementagao desta tecnologia
tem enfrentado o problema dos elevados custos dos equipamentos e reagentes (SANTOS et
al., 2012; KONEMAN et al., 2014; HAAS; TORRES, 2016).

A biologia molecular se desenvolveu durante o século XX trazendo grandes avancos
para a compreensao acerca do desenvolvimento celular, da replicagdo do DNA e
funcionamento dos genes. A descoberta da estrutura em dupla hélice do DNA, das
metodologias do DNA recombinante e o descobrimento de novas metodologias como o
sequenciamento genémico foram grandes marcos na histéria da ciéncia e que possibilitaram
o surgimento do diagnéstico molecular (VALONES et al., 2009). A revolucionaria técnica da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) permitiu o estudo de sequéncias de acidos
nucléicos, proporcionando avangos suntuosos para areas como a genética, medicina
forense, sequenciamento do genoma humano e microbiano (MOLINA; TOBO, 2004).

Na area da medicina, o uso desta técnica elevadamente sensivel e especifica é
aliada no controle das principais doengas de acometimento humano e animal. A PCR foi
desenvolvida pelo bioquimico Kary Mullis, e obteve o reconhecimento do prémio Nobel de
quimica em 1993 (HAAS; TORRES, 2016). A técnica baseia-se na sintese enzimatica in

vitro de copias de fragmentos especificos de DNA, em que a partir de uma Unica molécula



do acido nucléico, é possivel gerar bilhdes de moléculas similares em uma reagéo imitando
assim a replicacao natural do DNA (MULLIS, 1990).

No momento atual existem muitas variagdes da PCR convencional, destacando-se a
PCR em Tempo Real (QPCR - PCR quantitativo), RT-PCR (Transcriptase Reversa - PCR),
utilizada para analise de RNA e a PCR Multiplex (CARMO; FIORINI, 2007). Analises em que
sdo aplicados os principios da PCR possibilitam a deteccao de microrganismos que nao
podem ser cultivados ou que sdo de crescimento fastidioso, visto que tal técnica permite a
deteccao, pela amplificagcdo, de um fragmento de DNA (ou indiretamente de RNA), o qual
seja previamente determinado e conhecido. Uma quantidade significativa de microrganismos
de importancia clinica ja foram elucidados e identificados pela PCR (KONEMAN et al.,
2014).

Os laboratérios clinicos tém se adaptado nas ultimas décadas para acompanhar o
progresso cientifico e tecnolégico. O avango da ciéncia e da medicina trouxe a
imprescindibilidade de se obter métodos que gerem diagndsticos mais precisos, rapidos e
mais sensiveis, 0 que geralmente implica em maiores custos (MUGNOL; FERRAZ, 2006).
Segundo as recentes publicacdes a respeito do diagndstico molecular de doencgas
infecciosas, nota-se que esse procedimento cada vez mais é aperfeicoado, indicando
vantagens, quando comparados aos métodos fenotipicos convencionais (VALONES et al.,
2009).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi apresentar as vantagens da utilizagao
de metodologias moleculares, em especial a PCR, como diagnéstico de doencgas

infectocontagiosas de etiologia variada.

2. METODOLOGIA

A realizacao deste trabalho foi consolidada por meio de uma revisao bibliografica em
formato narrativo, que de acordo com Cordeiro (2007) é a que possui tematica aberta, ndo
exigindo protocolo rigido para sua confecgéo e busca de fontes ndo é especifica e nem pré-

determinada.

Foram utilizadas as bases de dados NCBI, SciELO, PubMed e Google Académico
para levantar artigos publicados no periodo de 2000 a 2018. Para isso foram utilizadas as
palavras-chave: diagndstico molecular, biologia molecular, reagdo em cadeia da polimerase,
HIV, influenza, candida, toxoplasmose, tuberculose, tanto no idioma portugués quanto
inglés. Excepcionalmente artigos em espanhol foram utilizados quando pertinentes ao
assunto e também artigos ou documentos fora do periodo pré-estipulado em funcéo de sua

relevancia para o tema.



3. DESENVOLVIMENTO
3.1 PCR e suas variagoes

Indubitavelmente o avango que mais impulsionou o uso do DNA como analito na
pratica clinica foi o advento da Reac&o em Cadeia da Polimerase (PCR - Polymerase Chain
Reaction) descrita na década de 80 e que caracteriza-se pela amplificacdo enzimatica in
vitro de curtas regides de DNA. Oligonucleotideos (primers) iniciadores, ou seja, curtos
filamentos de DNA s&o utilizados para reconhecer e hibridar com as sequéncias-alvo
presentes no acido nucleico da amostra que sao, posteriormente, amplificadas pela enzima
Taq DNA polimerase. Essa é uma enzima termoestavel que, em presencga do ion magnésio
como cofator, e do tamp&do que mantém o pH estavel, e de desoxinucleotideos livres, os
dNTPs (desoxirribonucleotideos trifosfato) sintetiza DNA a partir de uma cadeia de DNA que
funcione como molde para a sintese. A enzima Taqg DNA polimerase, isolada da bactéria
Thermus aquaticus se mantém estavel apds exposi¢cées a altas temperaturas, possuindo
atualmente variagbes em sua molécula base que Ihe confere caracteristicas especiais
(MULLIS, 1990; ROSELINO, 2008; VALONES et al., 2009).

Apos ciclos de aumento e queda da temperatura, realizados pelo termociclador
multiplica-se de maneira exponencial a quantidade de moléculas de DNA na reagao, o que
ocorre a partir da desnaturacado (separagao) das fitas duplas de DNA com posterior
anelamento dos iniciadores e acdo da enzima DNA polimerase, que estende, utilizando os
desoxinucleotideos livres. Ao final de um ciclo térmico, a quantidade de moléculas
sintetizadas aumenta em escala exponencial. Cada nova molécula de DNA produzida atua
como um novo alvo para o proximo ciclo; sendo assim ha a criagdo de milhares de copias de
DNA-alvo, com alta velocidade, como pode ser ilustrado pela figura 1. Ao final da reacao de
PCR ha visualizacao por eletroforese em gel de agarose, determinando-se o tamanho do
fragmento do produto de PCR obtido quando comparado a marcadores de massa molecular
de tamanhos conhecidos (XAVIER et al., 2009).



Figura 1: Representacdo esquematica da PCR.
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Fonte: Adaptado de Alberts et al. (2017).

Ja a PCR em tempo real, também chamada de PCR quantitativa (qPCR) descrita em
1993 por Higuchi e seus colaboradores permite a detecgdo do aumento da fluorescéncia
durante a reacao, devido a ligagdo de sondas fluorescentes as moléculas de DNA de dupla
cadeia recém-sintetizadas. O procedimento é semelhante a PCR convencional
acrescentando-se a possibilidade de quantificar em tempo real o DNA amplificado em cada
ciclo, eliminando a necessidade do preparo do gel de agarose para eletroforese. As fases de
amplificacdo, detecgdo e quantificagdo ocorrem simultaneamente de forma que a medida
que vai ocorrendo a amplificacdo, a sonda (denominada TagMan) vai sendo degradada e ha
a liberagcado de um fluorocromo que absorve e emite energia em um comprimento de onda
especifico. A andlise da emisséo de luz é feita por um detector de sinal luminoso € um
amplificador de sinal, que tragam um grafico com a absorcao obtida apds cada ciclo da
PCR, o que pode ser observado na figura 2. Portanto, além do termociclador com sistema
Optico para a excitacao e recolhimento da emissao da fluorescéncia, & necessario ainda um
computador com software adequado para a aquisigdo e analise dos dados finais da reagao.

Essa técnica, ja é utilizada no acompanhamento de diversas doengas como AIDS, hepatite



C e B, toxoplasmose e leishmanioses (HIGUCHI et al., 1993; CAVALCANTI et al., 2008;
NASCIMENTO,2010; OLIVEIRA et al., 2010).

Figura 2: Curva sigmoide de amplificacdo da PCR em tempo real, no grafico de
intensidade de fluorescéncia versus numero de ciclos. O ensaio consiste em uma
progressao exponencial que pode ser monitorada. Ao possuir quantidade satisfatoria de
produto amplificado, as taxas de amplificagdo entram em fase linear (FL). A medida que os
reagentes sao utilizados entra na fase de transi¢cao (FT) e, entdo, alcanca a estabilidade ou
fase de plateau (FP), na qual ocorre pouca ou nenhuma emissao de fluorescéncia. O ponto
em que a fluorescéncia ultrapassa o limiar do sinal de fundo é chamado de limiar do ciclo ou
threshold (linha pontilhada), e esse valor é usado para calcular a quantidade de produto a
ser utilizado na reagéao.
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Fonte: Adaptado de Santos et al (2015).

A PCR Multiplex por sua vez, utiliza mais de um par de iniciadores na mesma
reagéo, logo, mais de um segmento genémico é amplificado numa unica reagéo, cada um
com seu par de iniciadores especificos, 0 que aumenta a sensibilidade do ensaio (POROCA,
2009). Cabe aqui ressaltar dois aspectos clinicos de extrema relevancia: especificidade e
sensibilidade. Sensibilidade é a capacidade que um teste para diagndstico ou triagem tem
de detectar os verdadeiramente positivos, ou seja, os individuos seguramente doentes, ja a
especificidade é a capacidade de detecgdo dos verdadeiramente negativos, isto é, de
determinar precisamente os individuos saudaveis (ABBAS, 2013). A capacidade de analisar
simultaneamente varias sequéncias-alvo num unico tubo permite maximizar a utilizacdo de
amostras preciosas tais como liquido cefalorraquidiano (LCR), bem como reduzir o uso de
reagentes e de etapas de pipetagem e, portanto, diminuindo erros. Atualmente tem sido
utilizada, com sucesso, na deteccdo de infeccbes sexualmente transmissiveis

concomitantes a infeccdo pelo HIV e também na detecgdo simultdnea de arboviroses de



interesse para a saude publica como Dengue, Zika e Chikungunya (ROCHE, 2015;
CAMPOS et al, 2015; MELLO, 2017).

Ja quando se necessita utilizar a PCR para detectar um agente viral, &€ importante
lembrar que os genomas de varios virus de relevancia clinica sdo compostos de RNA e n&o
de DNA, nesse caso, é preciso a realizacdo da transcricdo reversa antes de se iniciar a
amplificacdo por PCR, utilizando para tal a enzima transcriptase reversa, a qual é capaz de
sintetizar, a partir de uma amostra de RNA, um DNA complementar (cDNA) que servira de
alvo para a PCR convencional. A técnica é conhecida como RT-PCR ou reverse
transcriptase-PCR (CAVALCANTI et al., 2008).

Outra tecnologia € a Nested-PCR que utiliza dois pares de iniciadores promovendo
uma reamplificacdo que aumenta a sensibilidade e a especificidade da técnica sendo
utilizada com eficiéncia para a detec¢ao do virus causador da Sindrome Respiratéria Aguda
Grave (SARS), e de microrganismos presentes em baixa quantidade no sangue como
Rickettsia e Bartonella (TAO et al., 2004; KONEMAN et al., 2014).

Levando-se em consideracdo o contexto apresentado, o Food and Drug
Administration (FDA), agéncia do governo Norte Americano responsavel pela averiguacao
de produtos alimentares e médicos, aprovou a utilizacdo da PCR para a deteccdo de
patbgenos como a Gardnerella vaginalis, Chlamydia trachomatis, Mycobacterium
tuberculosis, Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis, Citomegalovirus (CMV), HIV,
HPV, entre varios outros conforme pode ser observado no quadro abaixo (Quadro 1). Para a
infectologia, a deteccao rapida de microrganismos nao cultivaveis ou de lento crescimento é
possibilitada pela biologia molecular alem de ser utilizada no monitoramento de doencas
atraves da quantificacao do agente infeccioso ou na determinacao de resistencia, melhorar o
diagnostico, prognostico e indicacao da terapia (YANG; ROTHMAN, 2004; MELHEM at al.,
2010).
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Quadro 1: Comparacao entre as metodologias de PCR mais utilizadas na pratica

clinica.

Nome

PCR
Multiplex

PCR Nested

Real Time
PCR

RT-PCR

Exemplos de variagdes da técnica de PCR

Método

Utiliza dois ou
mais pares de

primers na
mesma
reacao que se
anelam em
regioes

distintas do
gene.

Promove
reamplificaca
0 do produto
de PCR,
aumentando

a
especificidade

Visualizacao
imediata da
amplificacéo.
Quantitativo.

Amplifica
DNA por meio
da transcricéo
reversa do
RNA

Fonte: Elaborado pela autora.

Exemplos de
utilizacao

Detectar
concomitantement
e arboviroses
diferentes como
Zika, Dengue e
Chikungunya
(MELLO, 2017).

Identificar
corretamente qual
espécie de
Candida gera a
candidemia em
questao (NEGRO,
2009)

Identificar os
principais agentes
etiologicos das
meningites
bacterianas de
forma rapida
(AZEVEDO, 2017)

Detectar agentes
etioldgicos
causadores de
septicemia
(CORLESS, 2001).

Vantagem

Possibilita a
detecgao
simultanea de
multiplos
alvos

Aumenta
sensibilidade
e
especificidade

Possibilita a
quantificagao
do alvo, reduz
risco de
contaminacéao
, pois n&o ha
necessidade
de
manipulagao
do produto
amplificado

Possibilita a
deteccédo de
alvos de RNA

Desvantagem

Os iniciadores precisam
ser altamente especificos e
os diversos pares de
iniciadores precisam ser
otimizados para funcionar
nas mesmas condicboes

Aumenta o risco de
contaminacao durante a
manipulagdo do produto da
primeira reacao

Custo mais elevado em
relagdo a PCR
convencional

Menor sensibilidade se
comparada a Q-PCR, pois
depende do sucesso da
transcrigcao reversa.
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3.2 Diagnéstico de Doencgas Virais

As técnicas de biologia molecular tornaram-se vitais para detectar doencas virais,
monitorar a carga viral, acompanhar a terapia antiviral e genotipar variadas espécies. Uma
das vantagens que pode ser destacada é que as técnicas para a identificacao viral feitas a
partir de biologia molecular ndo dependem da ligacdo antigeno-anticorpo diferentemente
das imunoldgicas. Entretanto, deve-se ter atencdo ao interpretar os resultados dessas
técnicas, visto que, por vezes, detectar apenas o genoma viral ndo é suficiente para
determinar uma infec¢do recente, ja que o virus pode estar ocasionando uma infecgéo
persistente produtiva assintomatica e ndo ser ele o agente causador da doenga em questao,
portanto a técnica molecular n&o exclui a sorologia (SANTOS et al., 2015).

As metodologias moleculares apresentam como vantagem também, viabilizar aos
laboratoérios maior rapidez para reconhecer um patégeno de cultivo trabalhoso ou que se
apresenta em reduzida quantidade na amostra clinica, além da capacidade molecular de
reduzir o tempo de detecgdo do agente ao evitar a janela imunolégica, tempo em que os
testes sorolégicos ndo tém sensibilidade para detectar a soroconversao do paciente. Por
exemplo, o HIV possui uma janela imunolégica longa, na qual fica indetectavel pela
sorologia. O RT-PCR ¢é capaz de diminuir a detecgdo do virus de 22 dias poés-infeccao
(resultado obtido com teste imunoenzimatico moderno) para apenas 11 dias (SANTOS et al.,
2015).

3.21 HIV (Human Immunodeficiency Virus - Virus da Imunodeficiéncia
Humana)

De 2007 até junho de 2017, foram notificados no Sistema de Informacao de Agravos
de Notificacdo (Sinan) 194.217 casos de infecgao pelo HIV no Brasil segundo o Ministério da
Saude (MS). De 1980 a junho de 2017, foram identificados no pais 882.810 casos de AIDS
(Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida). O pais tem registrado, anualmente, uma média
de 40 mil novos casos de AIDS nos ultimos cinco anos. Dois virus sdo mais intimamente
relacionados a AIDS sendo eles o HIV-1 e HIV-2, sendo epidemiologicamente, o HIV-1 mais
relevante (BRASIL a, 2017).

O HIV-1 é um retrovirus (classe VI Baltimore) de simetria complexa e com envelope
presente, cuja informagdo génica esta contida em duas fitas simples de RNA, que sofrem
transcricao reversa para se integrar ao DNA do hospedeiro e se replicar. A infecgdo pelo
HIV é persistente, com prazos de evolugao para AIDS variaveis como pode ser visto na
figura 3. Os testes de biologia molecular sdo extremamente importantes, principalmente

para o diagndstico em situagdes de transmissédo vertical e na triagem em servicos de
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hemoterapia. Sua importancia é secundaria para indicar o tratamento, porém é o exame de
maior aplicabilidade e relevancia para monitorar a terapia, visto que a quantificagdo de carga
viral, que é o valor indicativo de sucesso da medicagao, pode ser feita por PCR em tempo
real (considera-se que o individuo indetectavel possui uma taxa menor que 40 copias/ml)
(BRASIL, 2017Db).

Em casos de infecgado recente, a deteccdo do DNA pré-viral no creme leucocitario
(Buffy coat) é essencial, visto que ha uma janela imunoldgica de até 4 semanas. Nos casos
de transmissdo materno-fetal, o diagndstico soroldgico é insuficiente devido a transmissao
de anticorpos na gestagdo de maneira passiva e, nestes casos, a qPCR ¢é utilizada para
confirmar o diagnéstico. O teste de resisténcia genotipica aos antirretrovirais, conhecido
como genotipagem do HIV-1, pesquisa a presenca de mutagdes no gene pol do HIV-1, que
levam a resisténcia aos medicamentos utilizados no tratamento da infec¢cdo pelo HIV-1,
como os inibidores nucleosideos e ndo nucleosideos da transcriptase reversa e os inibidores
da protease (OKAY; GRANATO, 2000; KURITZKES et al., 2003; MACEDO et al., 2011).

Figura 3: Grafico tempo versus contagem de linfécitos TCD4+, as principais células que o
virus infecta, mostrando o curso da infeccdo pelo HIV, que pode ser dividida em quatro
fases clinicas, sendo a primeira de infecgdo aguda, a segunda de fase assintomatica,
também conhecida como laténcia clinica e a terceira de fase sintomatica inicial ou precoce

até efetivamente a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida.
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Como o virus infecta o sistema imune, ha propensao ao desenvolvimento de outras
doencas de forma concomitante, em especial de outras IST's (Infeccbes Sexualmente
Transmissiveis), que podem ser detectadas por PCR MULTIPLEX (TERRA, 2000; BRASIL,
2006; CAMPOS et al, 2015).

3.2.2 Influenza
A ampliacdo global de doengas infecciosas que geram morbidade e mortalidade na
populagdo, deve-se principalmente aos virus, em destaque o virus Influenza A. A
capacidade de diversificar seu genoma leva ao surgimento de epidemias e pandemias. Ao
longo da historia varias pandemias foram provocadas pelo virus Influenza A como, por
exemplo, “Gripe Espanhola” (H1IN1) de 1918; “Gripe de Hong Kong” (H3N2) em 1968; a
“Gripe das Aves” (H5N1) em 1997 e a “Gripe Suina” (H1N1) em 2009 (DANTAS, 2017).

O virus Influenza pertence a familia Orthomyxoviridae, composta pelos géneros:
Influenza A, Influenza B e Influenza C. Os tipos A e B sao os causadores das epidemias
respiratérias que ocorrem geralmente no inverno (sazonais) e estdo associados ao aumento
da hospitalizacdo e da mortalidade. O tipo C, ndo tém grande relevancia para a saude
publica, visto que ndo é capaz de gerar epidemias como os tipos A e B, podendo inclusive
ser assintomatico ou apenas produzir sintomas leves. O Influenza A € um virus de RNA fita
simples (classe V Baltimore) que sofre variadas mutagdes em seu genoma e assim divide-se
em subtipos caracterizados pelas diferencas nas duas glicoproteinas constituintes do
envelope lipidico do virus, a hemaglutinina (HA) e a neuraminidase (NA). Os subtipos mais
frequentes de tipo A sdo o A (H1IN1) e o A (H3N2). A transmissao ocorre de forma direta,
por meio da inalacdo de aerossoéis (goticulas respiratdrias). Os principais sintomas
apresentados sdo tosse e cansago, febre alta, dor muscular e cefaleia. Os inibidores da
neuraminidase sdo as drogas recomendadas para o tratamento (oseltamivir e zanamivir). No
entanto, a ocorréncia de resisténcia a este grupo de medicamentos ja tem sido relatada.
Pessoas de todas as faixas etarias estdo sujeitas a infec¢cdo por estes virus mas, uma
atencdo maior deve ser dada as criangcas, mulheres gravidas, idosos e individuos que
apresentam comorbidades (cardiopatas, asmaticos, hipertensos, diabéticos, dentre outras)
pois, estes possuem maiores chances de desenvolver complicacdes devido a influenza,
responsavel por aproximadamente meio milhdo de o6bitos globais por ano (SUAREZ et al.,
2007; WHO, 2011; CARLI et al., 2012; BEIRIGO et al., 2017; DANTAS, 2017; MARCOS et
al, 2017).

Atualmente, o diagndstico se baseia na clinica do paciente associado a testes

sorolégicos que buscam antigenos virais, porém tais métodos podem gerar muitos erros,
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visto que os patégenos causadores de infecgdes no sistema respiratério geram
sintomatologia muito semelhante, além da importancia para a saude publica do diagndéstico
laboratorial do virus como fator para contengdo, prevencao, vigilancia epidemiologica e
correta instrucao terapéutica ao paciente, métodos mais sensiveis, como os moleculares,
podem ser mais comumente adotados. Além disso, o diagndstico oportuno da infecgao por
influenza pode ajudar a reduzir o uso de antibidticos durante as estacbes da gripe e,
consequentemente, a pressdo de selecdo de antibidticos (MELLO, 2010; ANVISA, 2013;
AKERS et al., 2017).

Para identificar os virus abordagens que incluem a cultura viral, a detec¢do de
antigenos do virus, como os testes de imunofluorescéncia e os métodos de detecgao do
acido nucleico sdo os mais utilizados. A detecgéo de anticorpos é realizada geralmente para
determinar o nivel imunoldgico e avaliar, por exemplo, o sucesso da estratégia de vacinacao
pois, cada um apresenta caracteristicas proprias. O tempo que cada metodologia necessita
para produzir o resultado deve ser levado em consideragao, e pode ser avaliado no quadro
2, neste quadro também estdo descritas as amostras clinicas que podem ser utilizadas
(AKERS et al., 2017; CDC, 2018).
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Quadro 2: Comparacgao entre metodologias para diagnéstico da Influenza.

Método Tipos Espécimes Aceitaveis Tempo de Teste
Detectados
Testes Rapidos de AeB Swab Nasofaringeo: <15 min.
Diagnéstico da Influenza aspirado ou lavado; swab
(deteccao de antigenos) nasal: aspirado ou lavado;
swab garganta
Ensaio Molecular Rapido AeB Swab nasofaringeo; swab 15-30 min.
(deteccao de RNA viral de nasal
influenza ou de acido
nucleico)
Imunofluorescéncia, Direta AeB Swab ou lavado 1-4 horas
(DFA) ou Indireta (IFA) de nasofaringeo, lavado
Anticorpo Fluorescente brénquico, aspirado
(deteccao antigénica) endotraqueal ou nasal
RT-PCR (singleplex e AeB Swab nasofaringeo ou de Varia (1 a 8 horas,
multiplex; em tempo real e garganta, lavado brénquico | varia de acordo com
outro baseado em RNA) e ou nasofaringeo, aspirado 0 ensaio)
outros ensaios moleculares nasal ou endotraqueal,
(deteccao de RNA de escarro
influenza ou acido nucleico)
Cultura celular rapida AeB Swab nasofaringeo ou de 1-3 dias
(frascos de concha; garganta, lavado brénquico
misturas de células; ou nasofaringeo, aspirado
producgiao de virus vivos) nasal ou endotraqueal,
escarro
Cultura de células do tecido AeB Swab nasofaringeo ou de 3-10 dias

viral (convencional; produz
virus vivos)

garganta, lavado brénquico
ou nasofaringeo, aspirado
nasal ou endotraqueal,
escarro

Fonte: Adaptado de CDC (2018).

Um dos métodos mais modernos e completos disponiveis e ja utilizados para

deteccao de doengas respiratérias, inclusive o Influenza, é o FilmArray® Respiratory Panel,

comercialmente chamado de BioFire, produzido pelo laboratério BIOMERIEUX que testa um

conjunto de 20 patdgenos virais e bacterianos mais comuns que causam infec¢des do trato

respiratorio. O resultado é gerado em cerca de 1 hora e a lista de deteccado de patdégenos
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pode ser visualizada na tabela 1. O procedimento funciona a partir de uma bolsa que
armazena todos 0s reagentes necessarios para a preparagao de amostras, transcricao
reversa, PCR e detecgdo em um formato liofilizado. Antes de uma corrida, o usuario injeta a
solugcdo de hidratacdo e a amostra é combinada com a mistura do tampao presente na
bolsa. O instrumento FilmArray entdo extrai e purifica todos os acidos nucléicos da amostra
e, em seguida, executa um PCR multiplex, como pode ser visualizado na figura 4. Durante a
PCR, o FilmArray realiza uma unica reacado de multiplexacdo macica de grande volume e,
por ultimo, um singleplex individual detecta os produtos da PCR de primeiro estagio. Usando
dados da curva, o software FilmArray gera automaticamente um resultado para cada alvo
em um unico relatdrio (BIOFIRE DIAGNOSTICS, 2018).

Figura 4: Representacédo esquematica do funcionamento do BioFire

Insert pouch into N Inject Hydration \ Add sample and

loading station i Solution e Sample Buffer y
r A /

N Insert pouch into
" FilmArray and start run

v

Inject sample

Fonte: Adaptado de BIOFIRE DIAGNOSTICS, 2018.

Tabela 2: Lista dos principais patdgenos detectados pelo sistema BioFire mostrando
as respectivas porcentagens de sensibilidade e especificidade que sdo apresentadas pela
reacao de PCR Multiplex.

Patégeno Sensibilidade Especificidade
Adenovirus 100% 98,3%
Coronavirus HKU1 95,8% 99,8%
Coronavirus NL63 95,8% 100%
Rinovirus Humano 95,7% 94,6%
Influenza A 90% 99,8%
Influenza A/H1 100% 100%
Influenza A/H3 100% 100%
Influenza A/H1-2009 100% 99,6%
Influenza B 100% 100%
Parainfluenza 1 97,1% 99,9%
Virus Respiratério 100% 89,1%
Sincicial
Bordetella pertussis 100% 99,90%

Mycoplasma 100% 100%
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pneumoniae
Fonte: Adaptado de BIOFIRE DIAGNOSTICS, 2018.

3.3 Diagnéstico de Doencgas Fungicas

Os fungos sao responsaveis por uma grande variedade de patologias e
tradicionalmente sado divididos em leveduras e fungos filamentosos. Os métodos
convencionais para identificacdo fungica se baseiam na sintomatologia da doenca,
isolamento e cultura, reconhecimento por morfologia e testes bioquimicos. Embora estes
meétodos sejam ainda de extrema importancia, ha um movimento crescente para adeséo aos
diagnésticos moleculares. E valido ressaltar que a cultura é o padrdo ouro no diagndstico,
porém, o correto isolamento e identificacdo de um fungo, tanto em cultura como em analise
histopatoldgica estdo sujeitos a diversos fatores como a necessidade de profissionais
experientes, do tempo de crescimento em cultura do agente etiolégico, além de ndo serem
quantitativos e propensos a contaminagdo e erros, protelando o tratamento. Portanto,
técnicas moleculares mais sensiveis para diagnosticar infec¢des fungicas sdo de extrema
relevancia, principalmente no ambiente hospitalar. A PCR é considerada uma das melhores
técnicas junto com a hibridacéo in situ, visto que podem ser feitas em sangue periférico,
diversos fluidos corporais, incluindo os obtidos por puncgao e tecidos in natura ou fixados. O
teste de PCR em tempo real ainda possui a vantagem de diminuir o tempo de resposta em
comparagao com o teste de PCR convencional, pois elimina a necessidade de realizar o
processamento e a deteccdo pods-amplificacdo, o que reduz a possibilidade de
contaminagdo ambiental com acidos nucleicos amplificados, o que € particularmente
importante para diagnésticos fungicos devido a presencga onipresente de fungos ambientais
(WENGENACK et al., 2009; MELHEM et al., 2010; TAKAHASHI et al., 2016).

3.3.1 Candidemias

As IRAS (Infecgbes Relacionadas a Assisténcia a Saude) sdo as principais
responsaveis pela morbidade e mortalidade no ambiente hospitalar, neste contexto,
destacam-se as fungemias, que se estabelecem quando ha comprometimento da resposta
imunolégica do hospedeiro. Ao longo do tempo, a ciéncia médica melhorou
significativamente a sobrevida de pacientes criticos, o que levou a um aumento de infecgdes
em UTI (Unidade de Terapia Intensiva). O diagnéstico utilizado atualmente para este tipo de
infeccdo é a hemocultura, lenta e de baixa sensibilidade. O diagndstico rapido promovido
pelas técnicas moleculares € essencial para escolha da terapia antimicrobiana adequada € a
diminuigdo do tempo de internagéo, evitando gastos e sobrecarga ao sistema de saude. As
infeccdes causadas por fungos s&o consideradas a quarta causa de sepse em UTI, sendo a

infeccao pelo género Candida a mais frequente, responsavel por 90 a 95% das infeccbes
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fungicas registradas nesse ambiente. A candidemia é assim, uma micose oportunista
caracterizada pela presenga do fungo no sangue, ocasionada por leveduras do género
Candida, sendo a espécie Candida albicans a mais prevalente, entretanto, outras espécies
podem colonizar o individuo e o diagndstico convencional pode nao ser conclusivo, o que
gera uma grande alteracdo sobre a selecdo da terapia antifungica empirica, ja que as
espécies mostram comportamentos individuais divergentes em relagdo aos farmacos
utilizados como terapia (ATKINS; CLARK, 2004; SIQUEIRA, 2012; RUIZ; PEREIRA, 2016).

Diante do que foi dito, o desenvolvimento de métodos rapidos e sensiveis para a
deteccao de candidemia tem sido uma area de interesse significativo nos ultimos anos,
como pode ser visualizado na tabela 3. Dunyach e seus colaboradores (2008)
desenvolveram um método de PCR em tempo real para a detec¢do de cinco espécies de
Candida (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis) em amostras
clinicas de soro. Dois conjuntos de iniciadores separados foram avaliados; o primeiro
conjunto (espagador interno transcrito - ITS) teve como alvo uma regido conservada do
DNAr 18S e 28S, e o segundo conjunto (L18) teve como alvo uma regido variavel dentro do
DNAr 18S. O estudo analisou 58 soros de 23 pacientes que tinham infeccao da corrente
sanguinea fungica comprovada ou provavel. O ensaio de PCR em tempo real detectou o
acido nucleico de Candida em 12 de 13 (92%) pacientes que tinham infeccdo comprovada,
enquanto o ensaio de PCR do ITS foi positivo em 10 de 13 (76,9%) pacientes.
Notavelmente, o ensaio de PCR em tempo real para a detecgdo da regido ITS permitiu a
diferenciacdo das cinco espécies de Candida baseados em analises de curva de fusdo. A
discriminagao precisa das espécies de Candida por meio dos ensaios de PCR em tempo
real pode ajudar os médicos a selecionar o regime antifungico mais adequado em tempo
habil. Metwally e colaboradores (2007) desenvolveram um ensaio de PCR em tempo real
para a diferenciacao de espécies nas quais a resisténcia ao fluconazol € uma preocupacao
(por exemplo, C. krusei e C. glabrata) de espécies sensiveis ao fluconazol (por exemplo, C.
albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis e C. tropicalis) diretamente de frascos de cultura de
sangue positivo. O método de PCR foi validado com o uso de hemocultura que eram
positivas ou negativas para levedura e demonstraram 100% de concordancia com os
achados da identificacdo fenotipica convencional. Além disso, o ensaio de PCR permitiu a
identificacdo de C. glabrata e C. krusei em menos de 3 horas, comparado com as
aproximadamente 72 horas requeridas usando técnicas fenotipicas de rotina (METWALLY et
al., 2007; DUNYACH et al., 2008; WENGENACK et al., 2009)
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Tabela 3: Principais métodos moleculares que podem ser utilizados na deteccao das

varias espécies de Candida.

Ensaios de PCR em tempo real para a deteccao e identificagado de Candida

Tipo de Tecnologia Alvo da Método Sensibilidade Especificidade Comentario
amostra analise convencional
Sangue  ABI 5700 5.85/28S  Cultura 100% 97% Quantitativo
TagMan rDNA
Sangue  LightCycler ITS2 Cultura 100% 100% Detecta e
FRET HP diferencia
seis
espécies
com quatro
conjuntos
de sonda
Sangue  LightCycler 18S rRNA  Cultura Nao relatado Nao relatado Detecta
SYBR sete
espécies
Soro LightCycler mp65 Cultura, Nao relatado N&o relatado Quantitativo
SYBR Histopatologico
Sangue ABI 7700 18S rRNA, Cultura 100% 100% Diferencia
TagMan ITS espécies
sensiveis e
resistentes
Sangue  RotorGene rpr1 Cultura N&o relatado N&o relatado Detecta oito
3000 especies
TagMan
Soro LightCycler 18S/28S  Cultura 92% 100% Detecta
SYBR rDNA cinco
espécies

Fonte: Adaptado de Wengenack et al (2009).
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3.4 Diagnéstico de Doencgas Parasitarias

A parasitologia foi a ultima area da infectologia a incorporar a biologia molecular
devido aos custos elevados dos ensaios e as baixas prevaléncias dessas infeccbes em
paises desenvolvidos, que sao responsaveis pelo avango cientifico tecnolégico global. A
PCR em tempo real tem sido utilizada comumente na deteccao do Plasmodium falciparum,
agente etioldgico da malaria, e do Trypanosoma cruzi, responsavel pela doenga de Chagas,
especialmente em servigos de hemoterapia. Outros parasitas também ja possuem ensaios
padronizados como, por exemplo, Toxoplasma, Leishmania, Trichomonas, e Giardia spp,
como pode ser visualizado na tabela 4 (KOMPALIC-CRISTO et al., 2005; NASCIMENTO et
al., 2010, MARQUES, 2016).

3.41 Toxoplasmose

Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatério, de distribuigcdo ubiqua e
que acomete com muita frequehcia a populacao humana (estima-se que em geral 1/3 das
pessoas seriam sorologicamente positivas), sob a forma de infeccao cronica assintomatica.
A infeccdo é grave em imunocomprometidos, gravidas e individuos com acometimento
ocular. A infec¢ao em imunocompetentes € sintomatica em apenas 10% dos casos cursando
com sintomas como linfonodomegalia autolimitada, febre, urticaria, hepatoesplenomegalia,
erupcao maculopapular e coriorretinite. A sorologia € o método mais utilizado no
diagnéstico, no entanto, ndo existem exames que de forma Unica, corroborem ou excluam o
diagnéstico de infeccdo recente ou tardia; portanto € necessario que se teste todos os
marcadores (IgG, e IgM) (REY, 2008; HERMES PARDINI, 2016).

A PCR em Tempo Real ¢é indicada quando se necessita de um diagnéstico rapido no
paciente imunodeprimido e na presenga de acometimento do sistema nervoso central
(SNC), para detectar a presenga de acometimento ocular e, estabelecer o diagndstico de
Toxoplasmose congénita pré e pds-natal, confirmando a infecgao fetal, quando pesquisada
em liquido amnidtico, coletado apds 18 semanas de gestacdo, mas também pode ser
utilizado sangue do corddo umbilical do feto, em liquido cefalorraquidiano, material de
bidpsia cerebral, entre outros. A PCR apresenta sensibilidade de 64%, com especificidade
de 100%. A presenca do protozoario pode ser constatada por meio de seus componentes
antigénicos ou de fragdes de acido nucleico. Diferentes pares de iniciadores s&o utilizados, o
que pode ser visualizado nas tabelas 4 e 5. Um dos primeiros a serem utilizados foi o gene
P30, codificante do principal antigeno de superficie de T. gondii (SAG1). Porém, o mais
utilizado atualmente é o gene B7 que se encontra repetido em 35 copias no genoma de T.

gondii. Esse gene B1 foi descrito por Boothroyd e colaboradores (1987) e demonstrou alta
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sensibilidade, possuindo a capacidade de detectar até 1 parasito em aproximadamente 100
mil células hospedeiras. Por ser uma regidao conservada no genoma do parasita, o gene B1,
€ muito especifico. A deteccao do gene BT por PCR em sangue periférico, liquor e urina
deve ser pensada em todo neonato com suspeita da doenca (KOMPALIC-CRISTO et al.,
2005; REY, 2008; CARNEIRO, 2011; HERMES PARDINI, 2016).

Tabela 4: Principais métodos moleculares que podem ser utilizados na detec¢do das varias

espécies de parasitas.

Ensaios de PCR para a deteccéo e identificacdo parasitaria

Agente Tecnologia Alvo da Método Sensibilidade  Especificidade Comentario
etiolégico analise convencional
Plasmodium sp. Nested- ssurRNA Gota 96,7% 62,2% A maior
PCR (Gene que  espessa sensibilidad
codifica a e da PCR
menor garante a
subunidade deteccao de
do RNA baixas
ribossomal parasitemia
do s (COSTA
Plasmodium) et al,,
2008).
Trypanosoma PCR e TcZ1/2, Sorologia 60% 100% Por meio da
cruzi gPCR TcZ3/4; PCR é
TC1/2 ¢ possivel a
Cruzil/2. identificar o
(Amplificam parasito em
regides de fluido
microssateélit biologico e
e, com a estimar a
repeticoes in carga
tandem) parasitaria
se realizada
a qgPCR
(MARQUES
,2016).
Toxoplasma PCR e Gene P30  Sorologia 64% 100% A gPCR
gondii gPCR (Codifica o que utiliza o
principal gene B1
antigeno de como alvo
superficie de possui
T. gondii- capacidade
SAG1). de detectar
Gene B1 até 1
(Se encontra parasito em
repetido em aproximada
35 copias no mente 100

genomad o mil células



Leishmania

Trichomonas
vaginalis

PCR, gPCR

parasito).

Regiao
conservada
do
mini circulo
do DNA do
cinetoplasto
(kDNA) que
amplifica um
fragmento de
120 pb.

BTUB2/BTU
B9 (gene da
regiao
betatubulina
que codifica
um
fragmento de
112pb)

Fonte: Elaborado pela autora.

Sorologia

Exame

direto do
fluido vaginal
em
microscopia

97,2%

81%

N3ao relatado

Nao relatado
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hospedeiras
(KOMPALIC
-CRISTO et
al., 2005).

A RT-Q
PCR
mostrou ser
uma
metodologia
promissora
para
estudos de
quantificaga
o da carga
de DNA de
Leishmania
(QUARESM
A,2007).

A PCR para
0]
diagnéstico
do T.
vaginalis
tem se
mostrado
bastante
sensivel,
excedendo
todos os
outros (VAN
DER POL et
al., 2006).
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3.5 Diagnéstico de Doengas Bacterianas
3.5.1 Mpycobacterium tuberculosis

A tuberculose (TB) é uma das doengas infecciosas de maior impacto na saude
publica mundial pela sua alta letalidade. Estima-se que um quarto da populagdo mundial
esta infectada com tuberculose. Apenas em 2016, 10,4 milhdes de pessoas em todo o
mundo adoeceram com tuberculose e 1,7 milhdes vieram a 6bito devido a doenga. O Brasil
situa-se entre os 22 paises considerados prioritarios para controle da tuberculose pela OMS
(2017), por concentrarem 80% dos casos da doenca em todo o mundo. No Brasil, a cada
ano, sao notificados aproximadamente 70 mil casos novos e ocorrem cerca de 4,5 mil
mortes em decorréncia da TB. O sucesso no controle da tuberculose deve adotar agdes
voltadas ao diagndstico precoce dos sintomas respiratérios, tema ja abordado neste
trabalho, seu correto tratamento e ampliagdo acerca do conhecimento popular da doencga.
Deve-se ainda frisar a importancia de orientar corretamente o paciente em relagcao a
terapéutica, uma vez que, o abandono do tratamento além de elevar consideravelmente o
risco de o6bito, mantém o paciente infectante e contribui para o isolamento de M. tuberculosis
resistentes aos antimicrobianos de primeira escolha. Um dado epidemiolégico relevante é a
elevada frequéncia em que se detecta a coinfecgdo HIV-tuberculose. A chance de
desenvolver a doenga é muito maior entre individuos soropositivos e tal agravo cursa como
a principal causa de o6bito por infecgdo entre os pacientes de AIDS no Brasil, e a segunda no
mundo (SEGURADO et al., 2016; CDC, 2017; BRASIL, 2017c).

A infecgdo pode ser aguda ou crbnica e, frequentemente, manifesta-se no trato
respiratorio inferior apresentando mal-estar, febre, sudorese noturna, perda de peso e tosse
produtiva. Em estagios avangados pode haver ainda dispneia, dor toracica e hemoptise. A
TB pode ser gerada por qualquer espécie pertencente ao complexo Mycobacterium

tuberculosis, no entanto é mais relatada associada a M. tuberculosis, um bacilo alcool-acido
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resistente, Gram-positivo e de crescimento lento que foi relatado em 1882 por Robert Koch
(MACENTE; RIBEIRO, 2009; BURTON, 2012).

O diagnéstico ainda € realizado por meio da baciloscopia e cultura em meio
Lowenstein-Jensen, seguido de provas bioquimicas para a identificagcdo da espécie. A
microscopia apds coloragcédo de Ziehl-Neelsen, em busca de bacilos alcool-acido resistentes
(BAAR) em escarro, € um método rapido e de baixo custo. No entanto, possui sensibilidade
e especificidade muito baixa, ja que sao necessarios pelo menos 5.000 bacilos para
positivar o teste, apresentando assim sensibilidade de apenas 65%. O padréo ouro de
diagnostico se da pela cultura, que requer mais de trés semanas para um diagnostico
definitivo, além de ndo determinar qual é a espécie causadora da doenga. Os pacientes
infectados apresentam teste cutaneo positivo de hipersensibilidade tardia (realizado com o
derivado proteico purificado (PPD) do bacilo) e os tubérculos pulmonares podem ser
visualizados em Raio-X de térax. O teste cutaneo positivo ao TB pode indicar infecgoes
passadas, presentes ou vacinagdo com BCG (BURTON, 2012, KONEMAN et al., 2014).

O custo da PCR na rotina é viavel, ja que o diagnéstico rapido em pacientes
paucibacilares permite o inicio de tratamento especifico rapidamente, diminuindo assim as
fontes baciliferas. Varios elementos repetitivos do DNA que sao responsaveis pela variacao
genética de estirpes foram descobertos em M. tuberculosis como, por exemplo, a inser¢ao
IS6110 e genes que codificam proteinas de 32 kDa, 38 kDa (gene Pab), 65 kDa (gene
GroEL), a proteina MPB64 (23 kDa) e os genes dnaJ e mtp 40. A inser¢ao 1S6110 é a mais
utilizada ja que € uma sequéncia repetitiva no genoma do bacilo (de 1 a 20 coépias por
célula) o que garante alta eficiéncia na PCR, visto que a sensibilidade de deteccao
aumentara em proporgcao ao numero de copias, 0 que se torna extremamente desejavel em
amostras paucibacilares (ASSIS et al., 2007; MACENTE; RIBEIRO, 2009). Atualmente no
Brasil, tanto a rede privada quanto a publica adota o Teste Rapido Molecular (TRM),
conhecido como Xpert MTB/Rit ®, que detecta a presenca do bacilo em duas horas, a partir
da sequéncia especifica do gene rpoB (codificador da subunidade beta da RNA polimerase),
e identifica se ha resisténcia a rifampicina, um dos principais antibidticos utilizados no
tratamento. Os indices de sensibilidade e especificidade chegam a 92,5% e 99%,
respectivamente (FREITAS et al., 2009; ADEKAMBI et al.,2009; STEINGART et al., 2014)
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Tabela 5: Lista dos principais alvos gendmicos e técnicas moleculares disponiveis

para a detecgao de importantes patdogenos de interesse médico.

MICRORGANISMO PRINCIPAIS
TECNICAS
MOLECULARES
HIV RT-Q PCR
Influenza gPCR
PCR Multiplex
FilmArray®
Respiratory Panel
Candida PCR Convencional
gPCR
NESTED PCR
Toxoplasma gqPCR
Mycobacterium Xpert MTB/Rif ®
tuberculosis

Fonte: Elaborado pela autora.

ALVO
RECONHECIDO
PELO PRIMER

MUTACAO NO GENE
POL-1

GLICOPROTEINAS
CONSTITUINTES DO
ENVELOPE LIPIDICO

DO VIRUS
(HEMAGLUTININA E
NEURAMINIDASE)

5.8S/28S rDNA; ITS2;
18S rRNA; mp65; 18S
rRNA, ITS; rpri;
18S/28S rDNA

GENE B1
GENE P30

GENE rpoB

EPIDEMIOLOGIA DA
DOENGA

40 mil novos casos
de AIDS nos ultimos
cinco anos (BRASIL,

2017a).

Responsavel por
aproximadamente
meio milhdo de
6bitos globais por
ano entre pacientes
imunocomprometidos
(WHO, 2011).

Responsavel por 90
a 95% das infecgdes
fungicas registradas
em ambiente
hospitalar
(SIQUEIRA, 2012).

1/3 das pessoas
seriam
sorologicamente
positivas

(KOMPALIC-CRISTO

et al., 2005).

No Brasil, a cada
ano, sao notificados

aproximadamente 70

mil casos novos e

ocorrem cerca de 4,5

mil mortes em
decorréncia da TB
(BRASIL, 2017c).
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

Considerando tudo que foi exposto ao longo deste trabalho, percebe-se que a PCR
revolucionou a forma como se manipula os acidos nucleicos, permitindo sua utilizagdo no
laboratorio de andlises clinicas, com rapidez, acuracia e eficiéncia, visando o melhor para
diagnésticos de doencgas que necessitam ter sua terapéutica iniciada o mais rapido possivel,
0 que determina tempo de vida para o paciente imunodeprimido, além de impedir a pratica
de tratamento empirico, uma abordagem que leva ao uso indiscriminado de antimicrobianos
e seleciona microrganismos resistentes, tornando tratamentos posteriores mais dificeis e
dispendiosos. A técnica permite ainda reconhecer um patégeno de cultivo trabalhoso ou que
se apresenta em reduzida quantidade na amostra clinica, além de reduzir o tempo de janela
imunoldgica.

A rapida identificacdo da etiologia durante um surto ou epidemia, por exemplo,
possibilita ainda acdes epidemioldgicas de contencéo e prevengao, de suma relevancia para
a saude publica de qualquer pais. Também tornou possivel determinar o genétipo do
patégeno, proporcionando escolha de terapia adequada para cada espécie, diminuindo o
tempo de internagdo, evitando gastos e sobrecarga ao sistema de saude, além de tracar
perfil de resisténcia, o que diante do cenario atual de resisténcia bacteriana e fungica aos
medicamentos utilizados, é de extrema importancia. A detecgédo precoce minimiza ainda o
potencial para disseminagdo da infecgdo tanto em ambiente hospitalar quanto comunitario

Porém, €& valido ressaltar que as metodologias moleculares ndo excluem ou
substituem metodologias ja padronizadas e que promovem diagndstico eficaz. A biologia
molecular vem ajudar os analistas clinicos em situagdes especificas e deve ser considerada
como complementar, levando em consideracao que além do alto custo, a necessidade de
execugdo em laboratérios com elevada tecnologia e com espago exclusivo para a sua
realizacao, sao fatores limitantes no que diz respeito ao emprego do teste de PCR em

situacdo ambulatorial ou hospitalar em um pais em desenvolvimento como o Brasil.
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