ATUALIZACAO

AVANCOS BIOTECNOLOGICOS
PARA O DIAGNOSTICO DAS DOENCAS INFECCIOSAS
E PARASITARIAS

Milena de Paiva Cavalcanti, Virginia Maria Barros de Lorena e Yara de Miranda
Gomes !

RESUMO

Os recentes surtos epidémicos de doencas emergentes e reemergentes tém demonstrado a
importancia da aplicagdo de medidas de controle e prevencao. Para que tais medidas sejam eficazes,
o desenvolvimento de métodos de diagnodstico acurados ¢ essencial. Os métodos decorrentes
do aprimoramento da biologia molecular e celular t€m propiciado a utilizagdo de técnicas
diagnosticas que produzem um resultado confidvel em poucos minutos ou horas. Os ensaios
imunocromatograficos, a PCR e suas variacdes, a tecnologia de microarranjos de DNA, a citometria
de fluxo e a andlise do proteoma constituem exemplos. Alguns desses métodos ja estdo disponiveis
em laboratdrios, especialmente os da rede privada. Contudo, a interpretagdo dos resultados requer
niveis diferentes de conhecimento, o que torna necessaria a capacitagdo de recursos humanos para
sua maior difusdo e aproveitamento. Espera-se, portanto, que o surgimento de novas tecnologias
resulte no desenvolvimento de novas drogas e terapias e, sobretudo, de métodos diagnosticos que
auxiliem a investigacdo epidemioldgica e promovam melhorias na qualidade de vida da populagdo
ao se implantar rapidamente o tratamento.

DESCRITORES: Diagnéstico. Biotecnologias. Microrganismos.
INTRODUCAO

Muitas doengas infecciosas comuns nos paises em desenvolvimento sao
trataveis e o acesso as drogas tem diminuido significativamente a mortalidade e
a morbidade nas populagdes (37). Uma intervengao correta, que seja eficaz tanto
para os cuidados agudos como para uma fase seguinte de doencas emergentes e
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reemergentes, depende da deteccgo rapida e segura do agente patogeno. A recente
sindrome respiratoria aguda severa (SARS), por exemplo, demonstra a importancia
do diagnostico rapido para a tomada de decisdes com relaggo a triagem de pacientes,
controle da infecgdo, tratamento e vacinagdo, que podem resultar em vida ou morte
para a populagio (79). Além disso, métodos de diagndstico mais rapidos certamente
auxiliardio a vigilancia epidemioldgica, pois doencas infecciosas que apresentem
significantes conseqiiéncias para a saude publica poderdo ser eficientemente
controladas se identificadas precocemente. Atualmente o mundo tem voltado as
atengdes para dengue hemorragica, febre do Nilo e malaria (30, 48).

Além dos esfor¢os para controlar as doengas epidémicas ¢ endémicas,
ainda existe uma grande preocupago com a detecgdo de agentes de bioterrorismo.
O tragico evento ocorrido nos Estados Unidos em 2001, quando esporos de anthrax
foram enviados por via postal, embora tenha sido terrivel, teve um efeito positivo
para o desenvolvimento de novos métodos de deteccdo rapida de microrganismos
que causam doengas fatais (14). Em um curto periodo de tempo, cientistas do
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) desenvolveram com sucesso
a PCR em tempo real (real-time PCR) para detecgdo de agentes de bioterrorismo,
método esse agora disponivel em muitos laboratorios (14).

As técnicas tradicionais de diagnostico laboratorial incluem os métodos
diretos, como a identificagdo direta do microrganismo por meio da microscopia
oOptica, e métodos indiretos, como a inoculacdo de amostras potencialmente
infectadas em animais ¢ meios de cultura e a detecgdo e quantificacdo de anticorpos
e/ou antigenos em espécimes clinicos.

Historicamente, a microscopia optica tem sido bastante utilizada no
diagnostico das infecgdes parasitarias por ser um método simples e que ndo
necessita de reagentes e equipamentos sofisticados. A precisdo do resultado, no
entanto, depende de capacitacio adequada do microscopista, tornando-o, em alguns
casos, um teste subjetivo.

O cultivo continua sendo o principal método de diagndstico para doengas
bacterianas. Possibilita determinar a sensibilidade microbiana, porém necessita de
tempo, muitas vezes crucial para o tratamento do paciente, e de uma infra-estrutura
laboratorial minima, além de meios de cultura especializados, recursos raros em
locais onde as infecgdes sdo endémicas (37).

Nos ultimos vinte anos, o desenvolvimento dos métodos rapidos de
diagndstico proporcionou um avango importante, pois os resultados podem ser
obtidos em poucas horas ou até mesmo em minutos. A maior parte desses métodos
baseia-se na detecgdo do complexo antigeno-anticorpo. A imunocromatografia tem
sido bastante utilizada para diagndstico em campo. Por outro lado, no laboratério
outros métodos imunoldgicos sdo utilizados gragas a simplicidade da execugdo, ao
baixo custo e a acuracia (51, 59), como se vera mais adiante.

Técnicas de biologia molecular tém sido amplamente aplicadas no
diagnostico das doengas infecciosas e parasitarias (79). A revolucionaria reagdo
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em cadeia da polimerase (polimerase chain reaction — PCR) reproduz in vitro
a replicagdo da molécula de DNA em grande escala e, de todas as técnicas
moleculares, esta é considerada a mais desenvolvida (75, 79). Diferentemente dos
métodos imunolédgicos, nos quais se identifica a doenga por meio dos anticorpos
dirigidos aos microrganismos, os métodos moleculares evidenciam a molécula do
DNA na amostra do paciente. Em muitos casos, porém, a deteccdo da molécula
de DNA do microrganismo na amostra clinica nao indica, necessariamente, a
confirmacao da enfermidade (42).

Esta breve atualizacdo discute os principais métodos utilizados para o
diagnostico das doengas infecciosas e parasitarias e os avangos alcangados com a
biologia molecular, principalmente com as técnicas baseadas em PCR. Além disso,
sdo discutidas outras metodologias que se mostram como uma promessa para o
diagndstico no futuro.

METODOS IMUNOLOGICOS

Nos anos 70, as pesquisas para o desenvolvimento de um método simples,
porém sensivel, para a detec¢do de antigenos do patdgeno ou anticorpos especificos
produzidos pelo hospedeiro levaram ao desenvolvimento do ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay) (20). O principio basico da técnica consiste na imobilizagdo
de um dos reagentes (anticorpo ou antigeno) em uma fase solida. Ap6s a adigao da
amostra, o outro reagente ligado a uma enzima reagira com o complexo antigeno-
anticorpo. Os imunocomplexos sdo revelados ao adicionar-se o substrato da enzima
e um cromoégeno formando um produto colorido. Os resultados do ELISA sdo
expressos objetivamente pelas absorbancias obtidas de espectrofotdmetros, ndo
dependendo de leituras subjetivas.

Atualmente vérias doengas infecciosas e parasitarias sdo pesquisadas
pelos métodos imunologicos, sobretudo o ELISA (51). Gragas a sua simplicidade
(possibilidade de automacg@o) pode ser usado para analisar grande nimero de
individuos com um volume pequeno de amostra. E, portanto, o principal método
usado em servicos de hemoterapia para a triagem de doadores (27, 78) e para o
diagnostico etiologico. A principal desvantagem dessa abordagem ¢ a especificidade
diminuida, pois a maioria dos conjuntos diagnésticos envolve a pesquisa de
anticorpos utilizando extratos totais do organismo adsorvidos a placa (59). Este ¢
um dos problemas verificados no diagndstico sorolégico da doenca de Chagas, que
apresenta uma importante reacdo cruzada em soros de pacientes com leishmaniose
(3, 36). Uma forma de minimizar a obtencdo desses resultados ¢ a utilizagdo de
antigenos purificados, recombinantes ou sintéticos. Esses antigenos devem estar
presentes em isolados de diferentes areas endémicas e ausentes em outros agentes
infecciosos; devem ser imunogénicos em popula¢des com diferentes backgrounds
genéticos, independentemente da fase clinica da doenga, além de estaveis e de fécil
obtengao (81).
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Em inquéritos epidemioldgicos, sobretudo para a utilizagdo em campo,
a necessidade de testes rapidos para o diagndstico das doengas contribuiu
para o desenvolvimento dos testes do tipo dipstick, baseados em ensaios
imunocromatograficos. A imunocromatografia ¢ uma técnica que comecou a ser
desenvolvida nos anos 60, sendo primeiro criada para o estudo das proteinas séricas
(31). Nesses ensaios ¢ utilizada uma matriz de membrana de nitrocelulose ligada a
uma tira de acetato transparente. Para detectar antigeno, emprega-se um anticorpo de
captura, ligado a matriz e um anticorpo marcado especifico ao antigeno pesquisado.
Para detectar anticorpo, utiliza-se um antigeno especifico ligado & matriz e um
anticorpo anti-imunoglobulina marcado (59). O método dipstick fornece resultados
qualitativos, rapidos, econdmicos ¢ de facil interpretacdo; a leitura ¢ feita a olho nu,
fazendo-se uma comparagdo com os controles positivos e negativos (63).

Nas ultimas décadas, dipsticks foram desenvolvidos para a deteccdo
de muitas doengas infecciosas tais como dengue (2), malaria (4), amebiase (8),
peste bubonica (13), giardiase (24), leishmaniose visceral (26), hepatite B (61) e
infecgdo por HIV (1), Legionella pneumophila (74), Cryptosporidium parvum (24),
Helicobacter pylori (43), Streptococcus pneumoniae (18), entre outras. Esses testes
sdo, portanto, de grande valor em situacdes nas quais os profissionais de satide
necessitem tomar decisdes e assumir condutas imediatas como, por exemplo, no
inicio de quimioprofilaxia para HIV em casos de exposi¢do ocupacional a sangue e
fluidos corporeos e de parturientes que nao realizaram pré-natal.

Embora os testes imunoldgicos sejam bastante utilizados na rotina
laboratorial, resultados inconclusivos ainda sdo evidenciados. Nesse sentido, o
diagnostico molecular vem revolucionando a pratica clinica das doengas infecciosas
(79). Até o inicio da década de 1970, para os bioquimicos, 0 DNA era a molécula da
célula mais dificil de ser analisada. Hoje a situagdo mudou de forma significativa.
Técnicas como a hibridizaggo, a amplificacdo ¢ o seqiienciamento de nucleotideos
tém propiciado novos testes para um melhor conhecimento de diversos processos
bioldgicos, alcangando grande importancia clinica quando utilizados no diagnostico
laboratorial (22).

METODOS MOLECULARES

Nos utltimos anos, a genética, a biologia celular, o seqiienciamento do
genoma de patdgenos, entre outros recursos, t€m mudado de forma significativa
as oportunidades para a realizagdo de investigacdes epidemiologicas, estudos
da patogénese, diagndstico e controle de doengas microbianas. Em 1983, o
desenvolvimento da PCR por Kary B. Mullis (46, 47) foi considerado o grande
avanco da biologia molecular. Em razdo do alcance da popularidade da técnica,
Kary B. Mullis recebeu o prémio Nobel de Quimica em 1993. Esta técnica ampliou
as possibilidades da analise de DNA e fez com que a biologia molecular encontrasse
novas aplicagdes até mesmo em areas fora do seu campo tradicional, tais como
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a medicina, a agricultura e a biotecnologia. A ecologia molecular, a arqueologia
biomolecular e a ciéncia forense de DNA sdo apenas trés das novas disciplinas que
surgiram como uma conseqiiéncia direta da invencdo da PCR.

A PCR reproduz in vitro a habilidade natural de replicagdo do DNA,
podendo ser repetida em larga escala. A metodologia requer, primeiramente, o
conhecimento, pelo menos parcial, do DNA alvo de um determinado organismo
para o desenvolvimento de oligonucleotideos iniciadores (primers) ou de sondas
que irdo hibridizar-se especificamente com a seqiiéncia alvo (79). Com o aumento
do numero de genomas de patdgenos sendo seqiienciados, catalogos de genes
podem ser explorados para o desenvolvimento de testes diagndsticos baseados
em PCR. Como resultado, desde a década passada, encontram-se disponiveis
comercialmente muitos ensaios baseados nesta técnica, os quais continuam a
expandir-se. Neste contexto, o Food and Drug Administration (FDA), agéncia
governamental dos Estados Unidos responsavel pela inspecéo de produtos médicos
e alimenticios, aprovou a utiliza¢do de ensaios baseados em PCR para a detecgo
de varios patdogenos como, por exemplo, Chlamydia trachomatis, Citomegalovirus,
Gardnerella vaginalis, HIV, HPV, Mycobacterium tuberculosis, Neisseria
gonorrhoeae e Trichomonas vaginalis, entre outros (79).

Varia¢des da PCR

Quando se quer utilizar a PCR para a deteccdo de um agente viral, é
importante levar em consideragio que os genomas de muitos virus de importincia
clinica sdo compostos de RNA ao invés de DNA. Nesse caso, ¢ necessaria a
realizagdo da transcricdo reversa antes de se iniciar a amplificagdo por PCR, a
qual ¢ realizada tratando-se a amostra com a enzima transcriptase reversa. Esta
enzima ¢ capaz de transformar o0 RNA em um DNA complementar que servira
de alvo para a PCR convencional. A técnica é conhecida como RT-PCR (reverse
transcriptase-PCR) (79).

A possibilidade de utilizagdo, na mesma reagdo, de mais de um par de
iniciadores com amplificagdo simultanea de multiplas seqiiéncias do DNA-alvo é
chamada de multiplex-PCR. Assim, mais de uma seqiiéncia de DNA, em uma mesma
amostra, podem ser amplificadas a0 mesmo tempo (7, 12, 25, 53) (Figura 1).

A nested-PCR utiliza dois pares de iniciadores para amplificaco (Figura
1). O primeiro par é usado para uma primeira reacdo, na qual os produtos desta
reagdo sdo submetidos a uma segunda amplificacdo com um outro par de iniciadores.
Essa reamplificagdo aumenta a sensibilidade e a especificidade da técnica, porém
apresenta problemas de contaminag@o, pois 0s tubos precisam ser abertos para a
adicdo dos reagentes da segunda reagdo. Uma forma de contornar essa situagdo
foi a padronizagdo da nested-PCR no mesmo tubo (single tube nested-PCR), que
consiste no seqiiestro de um dos componentes da primeira etapa de reagdo, o qual foi
aplicado com sucesso para a detec¢do do virus causador da SARS (66).
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PCR

Nested PCR PCR em tempo real Multiplex PCR
» Reamplificagdo de uma |+ Uso de sondas * Uso de mais de um par
regido interna ao alvo fluorescentes de iniciadores
» Maior especificidade * Mais rapido » Maior sensibilidade

» Maior sensibilidade
» Capacidade quantitativa

Figura 1. Resumo das varia¢gdes da PCR e suas principais caracteristicas.

Um significante avango biotecnoldgico para o diagndstico das doengas
infecciosas foi o desenvolvimento da PCR em tempo real. O sistema € baseado no
uso de corantes ou sondas fluorescentes que permitem o monitoramento do produto
amplificado como, por exemplo, a SYBR-Green I, que se liga inespecificamente
a fitas duplas de DNA geradas durante a amplificacdo. Uma alternativa ¢ o uso de
uma sonda dirigida especificamente a uma regido interna da seqiiéncia que se deseja
amplificar. Um exemplo desse sistema ¢ a sonda TagMan (Applied Biosystems,
Perkin-Elmer Corp.). A medida que vai ocorrendo a amplificacio, a TagMan vai
sendo degradada e hé a liberagdo de um fluorocromo que absorve energia e emite luz
(45, 79). A analise da emissdo de luz € feita por um detector de sinal luminoso € um
amplificador de sinal, que tracam um gréafico com a absor¢ao obtida apds cada ciclo
da PCR. O ciclo em que o limite de negatividade ¢ ultrapassado esta diretamente
relacionado a quantidade de DNA amplificado (45).

A PCR em tempo real possibilita a eliminacdo da etapa laboriosa
pos-amplificagdo (preparo do gel para eletroforese), convencionalmente necessaria
para visualizagdo do produto amplificado. As vantagens da PCR em tempo real em
relacdo a PCR convencional sdo inimeras e incluem: velocidade, reprodutibilidade
e capacidade de quantificacdo (65, 79). Essa tecnologia, que ¢ altamente sensivel, j&
esta sendo desenvolvida para fazer o acompanhamento de inumeras doencas como
Aids, hepatite C, toxoplasmose e leishmanioses (23, 29, 38, 39, 40, 49, 52, 62).

A PCR quantitativa em tempo real € uma técnica inovadora, capaz de
promover a quantificagdo acurada e o monitoramento em tempo real do produto
amplificado. O sistema de quantificagdo possui aplicagoes variadas: identificacdo
de alelos em DNA gendmico; andlise de seqiiéncias virais, bacterianas ou de
protozoarios a partir de vérias fontes; andlise de patégenos em alimentos; analise
de produtos transgénicos, além de sua aplicagdo em diagndstico (50). Muitos
alvos podem ser monitorados usando-se fluorocromos com diferentes espectros de
emissdo. Essa tecnologia altamente sensivel ¢ comercialmente disponivel com os
sistemas TagMan (Applied Biosystems, Perkin-Elmer Corp.), LightCycler (Roche
Diagnostics Corp.) e Sybr Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) (52).

Com relagdo a leishmaniose visceral, a técnica vem sendo utilizada em
caes e em pacientes humanos, possibilitando a realizagao de estudos relacionados a
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carga parasitaria, a interacdo hospedeiro-parasito e a0 monitoramento da terapia (23,
40, 45,49, 57,58, 70, 76). Mary et al. (40) demonstraram uma boa correlacio entre
a quantificacdo de Leishmania infantum em amostras de sangue e o estado clinico
dos pacientes, permitindo discriminar pacientes sintomaticos, pacientes curados
e portadores assintomaticos, o que promove o diagnostico e o monitoramento da
terapia com seguranca, rapidez e conforto para o paciente.

Estudo recente de Kompalic-Cristo et al. (29) examinou o valor diagnostico da
PCR em tempo real para detectar e quantificar Toxoplasma gondii em sangue humano.
Concluiu que o sistema ¢é capaz de quantificar, acuradamente, leituras parasitarias de
DNA de T’ gondii em baixas concentragdes, podendo verificar um aumento no niimero
de parasitos em individuos sorologicamente identificados com toxoplasmose aguda.

Em medicina veterinaria, sistemas que utilizam Sybr Green tém sido
aplicados, em modelo experimental, para quantificacdo de Borrelia burgdorferi para
a doenga de Lyme (44) e o diagnostico da ehrlichiose (19).

Atualmente existem conjuntos diagnosticos disponiveis para a detecco e
quantificagdo de DNA e RNA em amostras clinicas, especialmente desenvolvidos
para o acompanhamento de pacientes com HIV ¢ hepatite C (52). Assim como a
PCR foi definida por alguns autores como “padrdo-ouro”, a quantitativa PCR em
tempo-real certamente serd a técnica de referéncia no futuro (40).

Apesar dos avangos tecnologicos, os métodos de amplificagdo da molécula
de DNA apresentam limitagdes que incluem resultados falso-positivos, decorrentes
de contaminagdo com DNA, e resultados falso-negativos relacionados com a
presenca de inibidores da PCR (79). Nos resultados falso-positivos, na maioria dos
ensaios patdgeno-especificos, a fonte predominante de contaminagio € derivada de
produtos amplificados em reagdes anteriores que podem ser transmitidos por meio
dos reagentes, tubos, pipetas e bancadas. Boas praticas de laboratorio e a separacdo
fisica das areas de pré-amplificagdo e pos-amplificagdo podem reduzir os riscos de
contaminac¢do, bem como a descontaminagio dos materiais envolvidos na PCR
por métodos que destroem o DNA incluindo irradiagdo ultravioleta, tratamento
quimico e digestdo enzimatica (11, 16). Resultados falso-negativos podem decorrer
de um volume amostral relativamente abaixo do permissivel para a reagdo, além de
problemas associados com o processamento da PCR. Tais obstaculos podem ser
superados com tratamento adequado da amostra por meio de uma correta extragao
e purificaco do DNA e remog&o dos inibidores da PCR, tais como hemoglobina,
componentes da urina como leucécitos, células epiteliais e cristais, entre outros (79).

Nos ultimos anos, novas técnicas moleculares de tipificagdo baseadas na
PCR tém propiciado um importante avango nos estudos de epidemiologia molecular
das enfermidades infecciosas (21, 60). Um estudo epidemioldgico molecular tem por
objetivo determinar a relago clonal existente entre varios isolados de uma mesma
espécie (21). Esta informacao € muito util, principalmente quando se produzem surtos
epidémicos causados por cepas multirresistentes, porque permite determinar o nimero
de clones circulantes, identificar a fonte de contaminacéo, o reservatorio e os veiculos
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de transmissdo, avaliar a eficacia das medidas de controle para evitar a disseminagao
dos clones e diferenciar entre infeccéo e recidiva. O extraordinario avango da biologia
molecular tem propiciado o desenvolvimento de novos métodos gendmicos de
tipagem por meio de diversas técnicas, incluindo as baseadas na amplificacio dos
acidos nucléicos, que possuem um elevado poder de discriminagao, sdo mais rapidas
e praticas e permitem trabalhar com um maior nimero de amostras (21).

PERSPECTIVAS FUTURAS

As seqiiéncias descritas de mais de 1.000 virus e 135 bactérias tém
possibilitado o desenvolvimento de testes diagnosticos promissores (37). Esse
grande avango da biologia molecular e celular vem atuando em vérias areas da
microbiologia. Os microarranjos de DNA (DNA microarray) vém sendo usados
para estudar a expressdo dos genes dos agentes infecciosos e do hospedeiro em
resposta a infec¢do e podera resultar em descobertas de novos biomarcadores da
doenca ou de novos alvos para o diagnostico (17). Os microarranjos de DNA sdo
definidos como pequenos suportes solidos nos quais milhares de sondas estdo
imobilizadas ou ligadas de forma organizada em posigdes conhecidas. Usualmente
o suporte solido é uma lamina de vidro especial de microscopia, mas também pode
ser um chip de silicone. O DNA ¢é impresso, depositado ou sintetizado diretamente
no suporte. Essas sondas podem ser produtos de PCR ou oligonucletideos e os alvos
podem ser produtos de PCR, DNA gendmico, RNA total, RNA amplificado, DNA
complementar, DNA plasmidial ou, simplesmente, amostras clinicas (52). Estudos
recentes t€ém mostrado a aplicacdo dos microarranjos de DNA na identificagdo
de diversos microrganismos: virus influenza e adenovirus (73, 34), Entamoeba
histolytica, E. dispar, Giardia lamblia e Cryptosporidium parvum (72).

A tecnologia de microarranjos de DNA apresenta-se como um método
promissor para detec¢do de genes de resisténcia antimicrobiana e resisténcia
mutacional (9). A detecc@o e identificagdo de genes de resisténcia a tetraciclina foram
recentemente demonstradas por este método (10). Quando a PCR éusada para deteccao
de DNA em amostras clinicas, os microarranjos podem ser usados para identificar os
produtos amplificados por hibridizagdo com sondas patdgeno-especificas (52). Um
exemplo desta aplicac@o ¢ a realizagdo da PCR com iniciadores universais, capazes de
detectar multiplos patogenos simultaneamente e a utilizagdo dos microarranjos para
verificar a amplificagdo de uma bactéria ou virus especifico (32, 35). Adicionalmente,
esse modelo vem sendo trabalhado para o desenvolvimento de um método para
detecgdo de anticorpos especificos (antigen microarrays for serology). Nesse modelo,
um arranjo de proteinas de varios agentes infecciosos estaria disponivel para a
ligagdo com anticorpos presentes em soro. Isso possibilitaria uma triagem sorologica
completa do paciente. Ja foi desenvolvido um microarranjo com antigenos especificos
de Toxoplasma gondii, citomegalovirus, herpesvirus 1 e 2 e virus da rubéola, cujos
resultados foram favoraveis para a detec¢do de imunoglobulinas G (77).
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A citometria de fluxo, desenvolvida nos anos 50, ¢ um método automatizado
para avaliar as propriedades Opticas (dispersdo da luz e fluorescéncia) de particulas
e/ou células que fluem numa suspensao liquida. O sistema operacional do citdmetro
de fluxo ¢ constituido de fontes luminosas do tipo laser e de um conjunto de lentes
que proporciona a avaliagdo de multiplos parametros. Células variadas podem ser
identificadas utilizando-se anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos,
que se ligam a antigenos da superficie celular ou intracitoplasmaticos. Quando a
célula intersecta o laser, ocorre um processo de dispersdo fotdnica e/ou emissdo
de fluorescéncia. O tamanho e a complexidade celular (aspectos morfologicos)
sdo avaliados mediante a dispersdo luminosa frontal ¢ lateral, respectivamente. Os
sinais fluorescentes sdo decorrentes da positividade dos antigenos de membrana nas
células examinadas que sdo captados, analisados e quantificados por um programa
de computador (67).

A citometria de fluxo tem sido usada para quantificar antigenos virais
dentro ou sobre superficies de células infectadas. Além disso, acidos nucléicos
virais podem ser detectados e quantificados por hibridizagdo i situ em suspensdes
celulares e, simultaneamente, a citometria pode, também, identificar fenotipicamente
quais células estdo infectadas (52). Isso tem sido utilizado para a pesquisa de muitos
virus, principalmente HIV e citomegalovirus (55).

Umaoutraaplicagdo da citometria de fluxo € adetec¢do de imunoglobulinas
especificas, presentes na amostra gragas a utilizaco de microesferas ligadas aos
antigenos dos microrganismos (55). Os anticorpos da amostra sdo detectados apds
a adi¢do de um segundo anticorpo conjugado a um corante fluorescente (55). O
sistema Luminex®, baseado neste método da citometria de fluxo, foi projetado
para atender as necessidades da medicina do laboratorio, porém vem sendo também
utilizado no ambiente da pesquisa. Dessa forma, varios microrganismos podem
ser detectados diretamente pelos citometros de fluxo (52). Essa tecnologia ja tem
sido aplicada com sucesso para a identificagdo de um vasto nimero de bactérias
presentes em sangue, urina, exudatos, bile, lavado bronquico e até em fezes (55).
Recentemente, a pesquisa dos anticorpos especificos a HIV (52), virus sincicial
respiratorio (69) a Trypanosoma cruzi (15, 71), a Leishmania chagasi (33), ao
Mycobacterium tuberculosis (28), Cryptosporidium hominis e C. parvum (6), entre
outros, tem sido realizada por esta metodologia (52).

A versatilidade da citometria de fluxo propicia um grande numero de
aplicagOes na microbiologia clinica e isso podera ser visto em um futuro proximo. Os
aparelhos s8o agora mais faceis de utilizar e também mais econdmicos. Além disso,
segundo Raoult et al. (52), o desenvolvimento de citometros portateis podera facilitar
suas aplicagdes, por exemplo, em aeroportos e portos para a identificagdo rapida de
doengas e a detecgdo de microrganismos usados como agentes de bioterrorismo.

A analise do proteoma (conjunto de todas as proteinas codificadas
do genoma de um organismo) tem criado oportunidades para identificar as
proteinas-alvo, que sdo expressas diferencialmente na satide e na doenga (64). Esses
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novos conhecimentos esto relacionados as vias de sinalizagdo celular, conjuntos
de proteinas reguladoras, modificagdes pos-transducionais, bem como outras
informagdes cruciais sobre os estados fisiologicos e fisiopatologicos de células
e organismos (56). Atualmente, as principais técnicas utilizadas na protedmica
sdo a eletroforese bidimensional e a espectrometria de massa. O aprimoramento
dessas técnicas tem possibilitado a detecgdo de proteinas com alta sensibilidade e
especificidade em pequenos volumes de amostra, como no sangue e na urina (41).

A protedmica tem trazido informag¢des importantes sobre os microrga-
nismos, auxiliando no desenvolvimento de novos métodos para diagnosticar,
eficientemente, algumas doencas em estagios latentes e, assim, facilitar o tratamento
e a cura dos pacientes. Proteinas secretadas foram identificadas em isolados clinicos
comuns ¢ analisadas como potenciais antigenos para o imunodiagnostico da
tuberculose, mostrando elevada sensibilidade e especificidade (5). Uma triagem
sorologica que pudesse detectar a infecgdo pré-clinica da tuberculose permitiria
o tratamento precoce, reduzindo a transmissido da doenga. Da mesma forma, por
meio da analise do soro de pacientes com a sindrome respiratoria aguda severa,
foram identificadas proteinas que poderdo ser usadas para o diagnostico (54) e o
desenvolvimento de vacinas (80).

Apesar de a maioria dos estudos a respeito da identificacdo e caracterizagao
de marcadores biologicos especificos estar voltada para o diagndstico de canceres,
Alzheimer e doengas autoimunes, a analise protedmica podera ser util para o
diagnostico precoce de doengas infecciosas e parasitarias € para o acompanhamento
da evolugdo do tratamento. A utilizacdo da espectrometria de massa para o
diagnostico de calicivirus tem sido proposta (68), porém ainda ¢ uma promessa.
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ABSTRACT
Biotechnology advances for diagnosis of infectious and parasitic diseases

Recent epidemic outbreaks of emerging and re-emerging diseases have shown
the importance of control and prevention measures. In order for such measures
to be effective, the development of accurate diagnostic methods is relevant.
Tools arising from improvements in molecular and cell biology have allowed
for diagnostic techniques that produce reliable results in minutes or hours.
Immunochromatographic assays, PCR and its variants, technology involving DNA
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micro-arrays, flow cytometry, and proteome analysis are some examples. Some of
these methods are already available in laboratories, especially in the private sector.
However, the interpretation of results requires new levels of knowledge. There is,
therefore, a need to train staff to ensure that these methods are more widely known
and made use of. It is thereby expected that the emergence of new technologies will
result in the development of new drugs and treatments, and especially in diagnostic
methods for epidemiological investigations, and will lead to improvements in the
quality of life of the population, as treatment will be able to be started prompter.

KEY WORDS: Diagnosis. Biotechnology. Microorganisms.
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