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� Fase pré-analítica
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Introdução de técnicas 
moleculares no laboratório

� Qual organismo vai ser detectado?

� Que amostras clínicas vão ser analisadas?

� O teste é sensível, específico e de execução 
rápida e fácil?

� Como padronizar a técnica?

� É clinicamente útil?



� Dificuldades de implantação
� custo
� dificuldades técnicas
� falta de benefício clínico

� Falta de sensibilidade de alguns métodos

� alta sensibilidade analítica pode ser traduzida em 
alta sensibilidade clínica?

Introdução de técnicas 
moleculares no laboratório



� Considerações da amostra
� Tipo de amostra: sangue, escarro, urina, LCR...
� Coleta: anticoagulante...
� Volume a ser processado
� Quantidade de ácidos nuclêicos estranhos
� Propriedades físicas da amostra: líquido, swab...
� Presença de inibidores de amplificação 

Introdução de técnicas 
moleculares no laboratório



� Considerações do organismo:
� Quantidade do organismo na amostra
� Resistência da parede celular à lise: 

micobactérias, fungos...
� Tendência à lise espontânea: micoplasmas
� Esterilização da amostra durante a 

preparação: HCV, HIV, micobactérias... 

Introdução de técnicas 
moleculares no laboratório



� Características do ácido nucléico:

� RNA versus DNA
� Fita dupla versus fita simples
� Requerimento de isolamento de RNA ou DNA puro:

� quantificação de HIV sem amplificar o provírus.

Introdução de técnicas 
moleculares no laboratório
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� Enviar ao laboratório no menor tempo 
possível

� Opções de transporte:
� In natura: tecidos
� Sob refrigeração
� Congelado (gelo seco)
� Meios de transportes:

� Swabs: Amies, Stuart...



Tipos de amostras

� Sangue
� EDTA, Citrato de 

sódio
� Heparina: 

Inibidor da PCR

� LCR
� Líquido amniótico
� Liq. pleural/sinovial
� Urina

� Secreções 
respiratórias

� Escarro
� LBA

� Swabs
� Lesões pele
� Nasofaringe/nasal
� Vaginal...

� Fezes

Frasco estéril
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Captura HCaptura Hííbridabrida

Liberação dos Ácidos 
Nucléicos

45 min

Hibridização da sonda de 
RNA com o DNA alvo

60 min

Captura dos Híbridos com 
Ac específicos (Anti-

DNA:RNA
30 min

Ligação de Ac conjugados com 
Falc (Amp. Sinal ~3000 ´́́́ )

20 min

Detecção através do 
substrato quimioluminescente

5 min
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DetecDetecçção direta de microrganismos em amostras clão direta de microrganismos em amostras clíínicas ou nicas ou 
identificaidentificaçção rão ráápida dos isolados em cultura.pida dos isolados em cultura.



Macro-fluxo Biologia Molecular

Extração DNA/RNA

Amplificação (PCR)

Detecção de amostras
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Design do laboratório de 
biologia molecular

WORK FLOW 
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Controle de contaminações

� Uso de salas e equipamentos 
adequados

� Inativação de produtos de PCR
� Uso de UV
� Inativação fotoquímica

� Psoraleno
� Isopsoraleno

� inativação enzimática
� dTTP � dUTP + Uracil-N-

glicosilase



Preparação dos reagentes Adição de amostras

Controle de contaminações



Processamento das amostras 
para extração de ácidos nuclêicos

� Sangue
� Fracionamento

� Plasma
� Linfócitos/mononucleares
� Sangue total

� LCR
� Baixo índice de inibição
� Extração simples/fervura



Processamento das amostras 
para extração de ácidos nuclêicos

� Amostras respiratórias
� Requerem extração

� Liquefação antes da extração (DTT, Fluimucil� )

� Tecidos
� Digestão com proteinase K
� Desparafinização

� Urina e outros fluídos corpóreos
� Requerem extração

� Swabs:
� Alguns testes não requerem extração
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Extração de ácidos nucléicos



Extração de ácidos nucléicos

Digestão/lise Amostra

Precipitação
DNA/RNA

Recuperação 
do DNA/RNA

Digestão/lise

Captura
DNA/RNA

Recuperação 
do DNA/RNA

PCR

Método Manual



Extração de ácidos nucléicos
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Extração de DNA/RNA



PCR:
Polymerase Chain Reaction

� Descrita por Kary Mullis em 1983

� Primeira publicação com aplicação 
prática desta técnica ocorreu em 
1985

� Saiki et al. Enzymatic amplification of b-globin
genomic sequences and restriction site 
analysis for the diagnostic of sickle-cell anemia. 
Science 230:1350-54
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PCR



DNA Polimerase

Síntese da cadeia complementar utilizando 
uma das fitas como molde

PCR-Princípios Básicos



PCR-Princípios Básicos



PCR-Princípios Básicos

Anelamento dos primers
55~65C

Amplificação (72C)

DNA Polimerase

PrimerPrimer´́ss determinam a região a ser copiada determinam a região a ser copiada 
(Amplificada)(Amplificada)



PCR-Princípios Básicos
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PCR-Princípios Básicos

Desnaturação

Hibridização

Extensão
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DNA 
inicial
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PCR



PCR Convencional

Amplificação (PCR)  2 - 4 h Eletroforese

30 – 40 min

Detecção (Brometo de etídio)Fotodocumentação



Sensibilidade das técnicas de 
amplificação de ácidos nucléicos

11101022101055101088# # ccóópiaspias

Sondas com enzimasSondas com enzimas

AmplificaAmplificaçção de ão de áácidos nuclcidos nuclééicosicos



Sensibilidade

� A técnica de PCR é extremamente 
sensível, podendo detectar a presença 

de  1 única cópia de DNA alvo na 
amostra!



Sensibilidade das técnicas de 
amplificação de ácidos nucléicos

50 mL

1 mL

Amostra

Extração/concentração

5 mL

� � � � �

� � � � �

PCR

?



Num mundo perfeito...

50 mL

Extração/concentração

5 mL
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PCR
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Sensibilidade das técnicas de 
amplificação de ácidos nucléicos
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Qual a real probabilidade de se ter um resultado positivo?

50 mL

Extração/concentração

5 mL

?

PCR

No mundo real...

Sensibilidade das técnicas de 
amplificação de ácidos nucléicos



� Probabilidade de resultado negativo para 
amplificação de alvos com poucas cópias:

No. Cópias:
% de

“dropouts”
Freqüência de

“dropouts”

1
5
10
20

37
0,7

0,004
2.06 x 10-7

1 em 3
1 em 150

1 em 22.000
1 em 5 x 108

Sensibilidade



PCR no diagnóstico microbiológico
� Porque PCR?

� Rápido (1 dia X vários dias pela cultura) 
Ex: vírus, TB, Clamidia

� Mais sensível que a cultura

� Aplicável na detecção de patógenos não cultiváveis
Ex.: Coxsackievirus A1-A6, Parvo B19, HPV



PCR tem limitações?

� SIM!

� Inibição

� Contaminação

� Sensibilidade analítica vs. Sensibilidade clínica



DiagnDiagnóóstico viralstico viral
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Agente Pesquisado Material clínico sugerido Metodologia

HIV Plasma PCR TR/conv
Vírus da Hepatite B Plasma PCR TR/conv
Vírus da Hepatite C Plasma PCR TR/conv

HIV e HIV e HepatitesHepatites



CargaCarga viral e viral e progressãoprogressão parapara SIDA SIDA 
((MellorsMellors et al. 1996)et al. 1996)

CCCaaarrrgggaaa   
vvviii rrraaalll    

nnn   ccc///   SSSIIIDDDAAA   
aaapppóóósss   555   
aaannnooosss   

mmmooorrr ttteeesss   
aaapppóóósss   555   
aaannnooosss   

mmmooorrr ttteeesss   
aaapppóóósss   777   
aaannnooosss   

mmmooorrrttteeesss   
aaapppóóósss   111000   

aaannnooosss   
<<<555...333000000   45 8% 0 2 17 

555...333000000   ---   
111222...999000000   

45 26% 1 6 25 

111222...999000000   ---   
333777...000000000   

45 49% 10 22 32 

>>>333777...000000000   45 62% 23 31 34 

 

 



� PCR Qualitativo

� Positivo/Detectável

� Negativo/Indetectável

� PCR Quantitativo

� Carga viral

� Cópias/mL

� UI/mL

HIV e HepatitesHIV e Hepatites

SENSIBILIDADES DIFERENTES

OBJETIVOS DIFERENTES

� Genotipagem

� HIV: “B”, “C”

� HCV: “1a”, “3b”



� diagnóstico antes da soroconversão
� casos de sorologia negativa
� casos de sorologia indeterminada
� investigação de pacientes com hepatite crônica e autoanticorpos (que 

levam a sorologia falso-positiva
� persistência após transplante hepático

� controle de pacientes com doença crônica
� controle de tratamento 
� níveis pré-tratamento são importantes para prever resposta do 

paciente ao tratamento com alfa interferon

Exemplo: VExemplo: V íírus Hepatite Crus Hepatite C



Resposta sustentada
Interferon+Ribavirina
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<2 milhões
>2 milhões
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Genótipo 1 Genótipo 2/3

VVíírus Hepatite Crus Hepatite C
GenotipagemGenotipagem



Chlamydia trachomatisChlamydia trachomatis

�� BactBactééria gram negativa; intracelular.ria gram negativa; intracelular.
�� DoenDoençça infecciosa de transmissão muito freqa infecciosa de transmissão muito freqüüente;ente;
�� InfecInfecçções assintomões assintomááticas: 50% dos homens & 70 % das mulheres: ticas: 50% dos homens & 70 % das mulheres: 
�� InfecInfecçção primão primáária assintomria assintomáática ou com sintomas leves:tica ou com sintomas leves:

�� não detectada;não detectada;
�� não tratadanão tratada
�� não reportadanão reportada

� Impacto no sistema reprodutivo feminino
••25% infec25% infecçções não tratadas levam ões não tratadas levam àà DIP DIP 
••20% casos de DIP infertilidade20% casos de DIP infertilidade
••18% dor p18% dor péélvica persistentelvica persistente
••9% gravidez ect9% gravidez ectóópicapica



SSensibilidade =ensibilidade =nnºº mmíínimo de cnimo de céélulas infectadas detectlulas infectadas detectááveisveis

A escala mostra o número de EBs (em escala logarítmica) 
detectável para cada método (adaptado de BLACK, 1997)

1 101 103 104 105 106102

Amplificaçãode DNA

Cultivo celular

IFD

ELISA

sondas de DNA

Sensibilidade dos mSensibilidade dos méétodos de todos de 
detecdetecçção de ão de Chlamydia trachomatisChlamydia trachomatis



Triagem para  Triagem para  Chlamydia Chlamydia 
trachomatistrachomatis

� Mulheres:
� Teste Amplificação (PCR):

� Swab endocervical e urina
� Teste de Hibridização, ELISA; IFD:

� Somente para swab endocervical

� Homens:
� Teste Amplificação (PCR):

� Teste de escolha para swab uretral e urina

� Teste não-moleculares ou cultura:
� Aceitável para swab uretral. 

� Testes não-moleculares: não recomendados para urina e 
swab vaginal (não há teste aprovado pelo FDA)

MMWR 51:Out.. 2002MMWR 51:Out.. 2002



Novas tecnologias



Amplificação DNA/RNA

PCR convencionalPCR convencional PCR Tempo RealPCR Tempo Real



PCR em Tempo Real



PCR em Tempo Real

MgCl2

dATP
dGTP
dCTP
dTTP

Primers

Taq DNA 
polimerase

FLUORÓFORO



Monitorando o PCR com SYBR Green





PCR Tempo Real



Curvas de amplificação e PCR 
quantitativo



Análise das curvas de Melting



Benefícios das curvas de fusão

� Confirmação da seqüência do produto de PCR.
� Alta especificidade: cada produto de DNA tem seu 

Tm próprio.
� O capilar usado é fechado eliminando o risco de 

contaminação.
� Diferencia produtos de PCR específicos dos 

inespecíficos.
� Possibilidade de genotipar SNPs e detectar 

mutações.



Sondas MolecularesSondas Moleculares
(Molecular (Molecular ProbesProbes))



Molecular probes
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Sondas FRET

5��	�������� ����	����� .���-0 ��������

Absorção Sem Emissão
Absorção Emissão

FRET

+����� ;49�>9A

5��	��������

5	����	

���������	
��
���	� ��
���	�



Representação esquemática da análise 
experimental de mutações

Sondas FRET



Análise das curvas de Tm para 
diferentes genótipos
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Patógenos Respiratórios 

� Vírus
� RSV
� Influenza
� Parainfluenza
� Adenovírus
� Enterovírus/Rinovirus

� Bactérias:
� Bordetella pertussis
� M. pneumoniae
� C. pneumoniae
� Legionella spp
� M. tuberculosis

� Fungos
� P. carinii Novos Agentes?Novos Agentes?



VVíírus Respiratrus Respiratóórios:rios:
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N    P    1     2     3

1: Urina1: Urina
2: Sangue2: Sangue
3: LCR3: LCR



RSVRSV

Influenza AInfluenza A

Influenza BInfluenza B

ParainfluenzaParainfluenza 11

ParainfluenzaParainfluenza 33

InfecInfecçção Respiratão Respiratóóriaria
DetecDetecçção de Agentes Virais Clão de Agentes Virais Cláássicosssicos



InfecInfecçção Respiratão Respiratóória: Novos vria: Novos víírusrus



Relação e semelhança à:
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BO CA

BocavirusBocavirus humanohumano

� Primeira descrição do virus:
� 2005
� Instituto Karolinska, Estocolmo, Suécia
� Projeto de triagem para novos virus
� não cultivável



InfecInfecçção Respiratão Respiratóória: Novos Vria: Novos Víírusrus



DetecDetecçção de ão de RinovirusRinovirus
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Prevalência de VR em amostras de 
crianças com bronqueolite

BOV MPV RNV IA IB RSV PI1 PI2 PI3

TOTAL 329 329 323 322 322 322 322 322 322
PREVALÊNCIA 13,07 14,89 25,39 30,75 10,56 49,69 2,80 0,00 9,32

PCR Tempo Real



IF
3,7%
0,3%
42,2%
0,0%
0,0%
2,9%

Infecção Respiratória

PCR Tempo Real
20,9%
6,7%
49,5%
1,5%
0,44%
5,8%

IA

IB

RSV

PI1

PI2

PI3

Rinovirus

Metapneumovirus

Bocavirus
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AAmmoossttrraa  IIddaaddee  BBPP  ++  RRSSVV  ++  PPII--33  ++  

14 3 m ++ - - 

23 1 a ++ - - 

35 8 m +++ - + 

36 2 m ++++ - - 

54 5 m +++ + - 

56 1 m ++++ - - 

57 1 a +++ - - 

60 5 m ++ + - 
�

 

PresenPresençça de a de BordetellaBordetella pertussispertussis em em 
amostras respiratamostras respiratóórias de crianrias de crianççasas

n = 78



B.pertussis
B.parapertussis

B.bronchiseptica

Mycoplasma
pneumoniae

PatPatóógenos Respiratgenos Respiratóórios Bacterianosrios Bacterianos

Bordetellaspp



DiagnDiagnóóstico Molecular das stico Molecular das 
InfecInfecçções Virais do SNCões Virais do SNC

� PCR em Tempo Real
� Multiplex:

� Enterovírus
� Herpes Simplex Vírus

� Varicela-Zoster Vírus

ReadReadSJ SJ et al. et al. 
--J J ClinClin MicrobiolMicrobiol 1999, 37:13521999, 37:1352--55
--J. J. ClinClin MicrobiolMicrobiol 2001, 39:30562001, 39:3056--9 9 



ETV HSV 1/2

VZV

Sensibilidade:
~ 10 cópias/mL

DiagnDiagnóóstico Molecular das stico Molecular das 
InfecInfecçções Virais do SNCões Virais do SNC



Meningites bacterianasMeningites bacterianas

Listeria

Streptococcus
pneumoniae

Neisseria
meningitidis

Haemophilus
influenzae

� Gram:
� rápido

� sensibilidade: 25% dos positivos quando 
<103 bactérias/mL;

60% quando 103 - 105 bactérias/mL

� Cultura
� sensível, porém 13% falso-negativo

� 24-48 hs



Detecção de M. tuberculosis:

Cultura (+)Cultura (+)
(3~8 sem.)(3~8 sem.)

PCRPCR

Exame diretoExame direto
((ZiehlZiehl--NeelsenNeelsen))



PCR para M. tuberculosis

���
;A4=8@�

M.Tb

ControleControle
InternoInterno

Limite de detecLimite de detecçção: 650 cão: 650 cóópiaspias (QCMD)(QCMD)
(Exame direto (Exame direto ³³ 101044/mL; Cultura ~ 10/mL; Cultura ~ 1022/mL)/mL)

"������"������



PCR: Sensibilidade para detectar 
Mycobacterium tuberculosis

K8

A=

A>

>L

L4

;8

A9

@99

K9

KA

KL

@99

K4

K;

�M�N�� �����%

O��� �����%

�	��� �����%

������������%

.��- �����%
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Esfregaço –
Cultura +

Esfregaço +
Cultura +
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PCR Multiplex:

5’ 33’’

universaluniversal

HH. . in
fluenzae

influenzae

S. S. pneumoniae

pneumoniae

A. A. otitid
is

otitid
is

M. M. ca
tarrhalis

catarrhalis

237 pb 237 pb 
264 pb264 pb

484 pb484 pb
525 pb525 pb

Detecção simultânea de 4 patógenos em efusão de ouvido médio:



PCR para patPCR para patóógenos do ouvido mgenos do ouvido méédiodio

M      1      2    3     4     5     6      7     8    9     10 11   12  13

1. Controle negativo
2. Alloiococcus otitidis
3. M. catarrhalis
4. H. influenzae
5. S. pneumoniae

6. EJ OD = M. catarrhalis
7. YL  OD = negativo
8. YL  OE = S. pneumoniae
9. PS OE = H. influenzae; M. catarrhalis
10. PM OD = A. otitidis;
11. P M OE = M. catarrhalis
12. V P OD = H. influenzae
13. V P OE = H. influenzae





Diarréias virais
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Norovirus

Tempo estimado: 1 dia

PCR Convencional (Nested)



Norovirus



PCR em Tempo Real

Norovirus

Tempo estimado: 1,5 h.



Resultados parciais

���"��
�B�A8
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RT/PCR tempo real
n= 52
positivas= 16         30,8%

RT/PCR tempo real
ntotal = 181
positivas= 30       16,6%



Detecção molecular de rotavirus –
PCR em Tempo Real



Amplificação de ácidos 
nuclêicos (NAT) no Banco 

de Sangue



Diminuição da Janela Imunológica 
com o uso do NAT

HIV
22

(6-38)

14
6*

HCV
66

(38-94)

26

HBV
56

(25-109)

Assal A et al. Transf Clin Biol 2003, 10:217-26
Kolk DP et al. J Clin Microbiol 2002, 40:1761-6

Testes imunológicos:
Dias

(Média)

Diminuição da janela
Imunológica com NAT
(Procleix HIV’1/HCV Assay)

*Comparado com p24



Banco de Sangue

HIV-1

HCV

R
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Toxoplasma gondii
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Toxoplasma gondii
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Toxoplasma gondii
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Seqüenciamento de DNA 





Análise da seqüência

Blast: homologia com banco de dados 
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Primers Universais

Produto de PCRProduto de PCR

Seqüenciamento do
produto de PCR

16S 16S rDNArDNA::

CAT TGT AGC ACG TGT GTA GCC TAC CGC GGC TGC TGG CAC

Regiões conservadas

Regiões Variáveis



��,��, üü���������	����������������	�������



Seqüência parcial do gene 16S rRNA de 
bactéria desconhecida

ttgatcctgg ttcaggacga acgctggcgg cgtgcctaat acatgcaagt
agaacgcaca ggatgcaccg tagtttacta caccgtattc tgtgagttgc
gaacgggtga gtaacgcgta ggtaacctgc ctggtagcgg ggaaaactat
tggaaacgat agctaatacc gcataagaac atttactgca tggtagatgt
ttaaaaggtg caaatgcatc actaccagat ggacctgcgt tgtattagct
agtaggtgag gtaacggctc acctaggcga cgatacatag ccgacctgag
agggtgatcg gccacactgg gactgagaca cggcccagac tcctacggga
ggcagcagta gggaatcttc ggcaatgggg gggaaccctg accgagcaac
gccgcgtgag tgaagaaggt tttcggatcg taaagctctg ttgttaagga
agaacgagtg tgagaatgga aagttcatac tgtgacggta cttaaccaga
aagggacggc taactacgtg ccagcagccg cggtaatacg 

Submeter seqüência a um banco de dados







MycobacteriumMycobacterium massiliense

Mycobacterium abscessus/chelonae:
M. bolletti
M. massiliense
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� Hibridização do produto de PCR (15 min)

Biochips



PapilloCheck®

Biochip para detecção de HPV

OC OC OC OC OC PC PC PC PC PC

HC HC HC HC HC SC SC SC SC SC

6 45 45 45 45 456 6 6 6

11 51 51 51 51 5111 11 11 11

16 52 52 52 52 5216 16 16 16

18 53 53 53 53 5318 18 18 18

31 56 56 56 56 5631 31 31 31

33 58 58 58 58 5833 33 33 33

35 59 59 59 59 5935 35 35 35

39 66 66 66 66 6639 39 39 39

40 68 68 68 68 6840 40 40 40

42 70 70 70 70 7042 42 42 42

43 73 73 73 73 7343 43 43 43

44 82 82 82 82 8244 44 44 44



PapilloCheck®: Array Design
Green channel (532 nm) Red channel (635 nm)

orientation control

hybridization control

printing-controlprinting-control

PCR-control

sample-control

HPV-type specific probes

3,8 m
m
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Embora tenha grande poder de 
amplificação, seria um erro supor 

que a PCR possa substituir 
integralmente os métodos 

microbiológicos



PCR: aplicando ao 
laboratório clínico

� Embora tenha grande poder de 
amplificação, seria um erro supor que 
PCR possa substituir integralmente os 
métodos microbiológicos

� Os testes de PCR devem estar 
dirigidos para diagnóstico de agentes 
cujo cultivo é:
� trabalhoso
� demorado
� caro
� não disponível



Início das atividades: 1996

Exames realizados: 1999 

Histórico Weinmann



Exames realizados: 2006 
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Evolução 1999 – 2006

Crescimento de 510% em 7 anos
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