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RESUMO

A reagfio em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica de produglio *‘in vitro'’ de
grandes quantidades de DNA. Hé sete anos atrés (desde que a técnica foi descrita) o PCR
tem tido um impacto enorme na pesquisa médica e biologica. Desde entlio, muitos artigos
de revisfio e livros técnicos descreveram a teoria, os protocolos experimentais e a
potencialidade do método no que se refere 4 sua aplicabilidade.

Este artigo comentard o principio € 8 metodologia do PCR em laboratério clinico e
suas aplicagbes em diagndstico de infecgdes virais, bacterianas, flingicas ¢ parasitérias.

Um dos principais objetivos do presente artigo ¢ o de determinar quais as doengas
no qual o PCR oferece vantagens sobre os métodos convencionais de diagnéstico. Por

exemplo, o PCR seré o método de escolha para a detecglio de patdgenos que slio dificeis,
lentos ou impossiveis de cultivar *“in vitro®’.

UNITERMOS: Diagnébstico, amplificagfo génica; infecgles virais, infecgles
bacterianas; infecgles parasitarias
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ABSTRACT

The Polymerase chain reaction (PCR) is an in vitro technique for producing large
amounts of a specific DNA fragment. In the seven years since the method was published,
it has had a major impact on medical research. Numerous reviews and technical books
describe the theory, experimental protocols, and diverse application of PCR.

This article will cover the principle and practice of PCR in the clinical laboratory and
applications for diagnosing viral, bacterial, fungal and parasitic diseases.

One of the main objective of this review is to indicate those diseases for wich PCR
offers an advantage over conventional diagnostic methods. For example it may be
preferred method for detecting pathogens that are difficult,slow or impossible to culture.

KEY WORDS: Diagnostic; genetic amplification; viral infections; bacterial infections,

1. INTRODUGAO

O diagnéstico rotineiro de doengas infecciosas baseia-se em dois tipos de exames
classicos: detecgio do patdgeno por microscopia 6ptica ¢/ ou eletrinica ou cultivo do
mesmo em sistemas “in vitro”. A detecgio por microscopia é frequentemente pouco
sensivel e o cultivo, apesar de primar pela sensibilidade, nfio € répido o suficiente para
ampla utilizagdo clinica. Esta desvantagem é aumentada quando se trata do diagnéstico
de infecgBes virais, onde as culturas exigem recursos humanos treinados ¢ laboratérios
equipados. Além disso, muitos microorganismos dificilmente crescem num sistema “in
vitro”, inviabilizando a adogfio desta metodologia.

Visando o aprimoramento das técnicas de detecgio, adolou-se o0s métodos
imunocnziméaticos, que baseiam-se na detecglio de anticorpos especificos frente a um
agente infeccioso. Mas, muitas vezes, o paciente encontra-se imunodeprimido ou em fase
de laténcia viral (classicamente denominada “janela imunol6gica™). Estas limitagBes
levaram os pesquisadores a aplicar técnicas de Biologia Molecular para a detecglio de
patogenos. Desta forma, todo o conhecimento adquirido com a clonagem e sequenciamento
dos genes codificadores de proteinas importantes de infuneros patégenos,foi assim
aplicado ao diagnéstico clinico. Contudo, a andlise de sequéncias especificas de
nucleotideos era frequentemente dificultada pela presenga de materiais contaminantes
e/ou pelas quantidades excessivamente pequenas de amostras biologicas disponiveis
para anélise (Saiki et al., 1988). Desde que foi descrita, a técnica da reaglio em cadeia
da Polimerase (PCR) praticamente terminou com estas limitagOes j& que transformou a
maneira de analisar sequéncias de DNA tanto nos laboratérios de Pesquisa bsica quanto
em clinica (Saiki et al., 1985 e Mullis ¢ Faloona, 1987).

Esta técnica é capaz de produzir um enriquecimento seletivo de sequéncias de DNA
multiplicando-as por um fator de 10° facilitando grandemente a subsequente manipula-
¢Ho analitica destas sequéncias (Saiki et al.,1988) (Tabela 1).
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Tabela 1* - Amplificaglio de um fragmento de DNA

Niimero do ciclo Niimero de moléculas de DNA alvo amplificadas
01 0
02 0
03 2
04 4
05 8
06 16
07 32
08 64
09 128
10 256
11 512
12 1024
13 2048
14 4096
15 8192
16 16384
17 32768
18 65536
19 131072
20 262144
21 524288
22 1048576
23 2097152
24 4194304
25 8388608
26 16777216
27 33544432
28 67108864
29 134217728
30 268435456
31 536870912
32 1073741824

* Extraido do livro Recombinant DN A (Watson e Gilman, 1992)
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A reacBo é baseada no anelamento e extensfio de dois oligonucleotideos iniciadores
que flanqueiam a sequéncia alvo a ser amplificada no DNA dupla fita. A amplificagfio
deste DNA ocorre por ciclos repetitivos de desnaturagio por calor, anelamento dos
iniciadores na sequéncia complementar de DNA flanqueado e extensfio destes iniciado-
res pela DNA polimerase. Apds cada ciclo de desnaturagio, anelamento ¢ extensfio, a
quantidade de DNA ¢ duplicada O resultado ¢ uma acumulacSo exponencial do
fragmento de DNA alvo aproximadamente 2* , onde n cormesponde a0 nfimero de ciclos
(Erlich et al., 1991).0 peso molecular desta sequéncia de DNA amplificada ¢ igual 4
soma dos dois iniciadores mais a distincia do DNA alvo entre estas duas sequéncias
flanqueadoras (Figura 1).

2. PCR : CONSIDERAGOES PRATICAS E METODOLOGIA

Os estudos mmiciais que desenvolveram a técnica de PCR ( Saiki et al., 1988 ; Mullis
¢ Faloona, 1987) utilizavam a DNA polimerase I “Klenow Fragment™, A inativagio
desta enzima em altas temperaturas, tornava necesséria a adigio de novas quantidades
de enzima apés cada ciclo de desnaturagfio. Este obstéculo foi vencido pela introdugio
de uma DNA polimerase termo-estével isolada de uma bactéria termofila (Thermus
m}aMqudm(&mthm.lﬁﬂ}Cunlwm
enzima, além de climinar-se a necessidade de introdugio de aliquotas de enzima apbs
cada ciclo, pode-se aumentar a estringéncia das reagdes, permitindo a amplificaclio de
fragmentos maiores que 1 Kb em misturas complexas de Acidos nucleicos, sendo que estes
fragmentos puderam ser analisados por simples cletroforese em gel de agarose ¢
coloragiio por brometo de etideo (Saiki et al., 1988) Estas vantagens adviram do fato que
a Taq polimerase permite que os iniciadores scjam anclados ¢ estendidos a temperaturas
superiores das permitidas quando da utilizag8o da enzima termo sensivel.

Desde a sua introdugio, os protocolos de reagfio de PCR foram reformulados no
sentido de diminuir a frequéncia de incorporagio emdnea de nucleotideos e sumentar a
especificidade e o peso molecular dos produtos do PCR. Estes protocolos utilizaram
concentraches menores dos desoxiribonucleotideos nas reagbes (dNTPs) ¢ MgCl,
sumentaram & temperatura de anelamento dos iniciadores ¢ reduziram os tempos de
extensfio(Eckert e Kunkel, 1990 ; Gelfand e White, 1990). O sprimoramento das reagdes
ainda foi aliado a0 desenvolvimento de termocirculadores disponiveis comercialmente
que automatizaram totalmente a reaglio estendendo a utilizaglio do PCR em diversas
freas do conhecimento tais como: detecglio de patogenos virais, bacterianos ¢ parasité-
rios, detecglio de oncogenes ativados, mapeamento genético, clonagem de genes,
sequenciamento de mutagdes génicas ¢ construcio de mutantes (Gibbs, 1990) . A tabela
2 fornece o8 parfimetros atualmente adotados para as reages de PCR.
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Figura 1. A reagio em cadeia da polimerase dirige a amplificagio das
sequiéncias de DNA flanqueadas pelos iniciadores.
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Tabela 2* - Parimetros ideais para a padronizagio de uma reagdo de PCR

Reagente Concentragfio 6tima Tolerédncia permitida
Magnésio 4mM 3 - 8mM

dNTPs 200micromolar 200 - 400 micromolar
Taq polimerase 2,5 Ulreagio 2.0 a 5,0U/reacéo
Iniciadores SOpicomoles 25 a 100 picomoles
T° desnaturaglo 95°C 92 a 98°C

T° anelamento 55°C 50 a 55°C

NaCl 0 a 30mM

PBS até 10 microlitros
EDTA 0 a 500 micromolar
SDS - 0a0,01%

* Extraida de White et al.,(1992)

3. CONTAMINANTES NAS REAGOES DE PCR

A interferéncia de DNA contaminante nos ensaios de PCR ¢ citada como um dos
problemas mais perniciosos destas reagBes (Cimino et al., 1991).Esta técnica,como j& se
estudou, pode gerar trilhBes de copias de uma determinada sequéncia alvo de DNA. Desta
forma a contaminag8o pode advir de tragos indetectédveis de produtos de uma amplifica-
¢8lo anterior ou de um DNA exdgeno que podem gerar muitos problemas tanto na pesquusa
como nas aplicacBes em diagnéstico clinico (Erlich et al., 1991). As solugdes para os
problemas de contaminag8o vieram com a separag o exclusiva de todos os reagentes (pré-
aliquotados) utilizados nas reagdes de PCR; uso de micropipetas especiais para estas
reagBes e separaclio das dreas fisicas onde se fazem respectivamente as preparagdes das
reagdes e a andlise dos produtos do PCR (Higuchi ¢ Kwok,1989). Além disso, sfo
necessérios miltiplos controles negativos (auséncia de DNA alvo na reaglio) para
monitorar ¢ revelar possiveis contaminagdes. Outra estratégia para inativaglo de
possiveis contaminantes das reagdes de PCR, envolve airradiago ultravioleta da mistura
de reaglo antes da amplificagio (Sarkar ¢ Sommer,1990). Esta estratégia requer,
entretanto, a adiglio da DNA polimerase ¢ do DNA alvo apos o passo de irradiagfo.
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4. DETECGAO DOS PRODUTOS GENICOS AMPLIFICADOS PELO PCR.

4.1- Digestiio do Produto génico por endonuclease de restrigiio

No caso de detecgio de mutagBes génicas por PCR, quando as mesmas afetam um
sftio de restrigfio reconhecido por uma determinada enzima, o produto pode ser analisado
por tratamento enzimético e eletroforese (Boehm,1989). Como exemplo citamos uma
mutagBo puntual cuja substituiglio de uma Adenina (A) por uma Timina (T) causa a
substituiglio de um aminoécido (no caso a Glutamina ¢ substituida por uma Valina). Esta
substituicio destrdi um sitio de reconhecimento pela enzima de restrigio Cunl. Esta
alteragfio pode ser facilmente detectada como uma alteragfio no peso molecular do DNA
apds clivagem por Cunl, eletroforese em gel de agarose e coloragio pelo brometo de
etideo (Chehab et al.,1987). O brometo de etideo, que intercala no DNA, fluoresce sob

luz ultravioleta e torna os fragmentos de DNA visiveis no gel. A migraglio dos fragmentos
apds a eletroforese depende do peso molecular do DNA.

Aproximadamente 50% das beta-talassemias alteram um sitio da enzima de restrigio
criando-o ou destruindo-o quando a mutag8io esté presente. Estas mutagdes podem ser
rapidamente detectadas por digestéio do produto amplificado do gene da beta-globina e
eletroforese em gel de agarose (Kazazian e Boehm,]1988).

4.2- Detecglio por hibridizagio molecular.

Os produtos génicos amplificados podem ser detectados também pelo uso de uma
sonda genética complementar (ex:um oligonucleotideo)( Saiki etal.,1986). Utilizando-se
condigbes de alta estringéncia, estas sondas irfio hibridizar somente com sequéncias
génicas idénticas a ela, sendo que um tnico nucleotideo de diferenga ¢ suficiente para
desestabilizar a molécula duplex e evitar a hibridizag#io.

Para anélise, o DNA amplificado é imobilizado em uma membrana de nylon e entfio
hibridizado com a sonda que estaré marcada (radioativa ou nfo-radioativamente).

Para a hibridizaglio, controles positivos e negativos devem ser incluidos em cada

membrana, para indicar se as condigBes salinas e de temperatura ideais para a
especificidade méxima da sonda foram encontradas.

4.3- Eletroforese em gel de agarose para
detecgiio de produtos amplificados.

Um produto de amplificaglio ,pode em muitos casos, ser detectado por eletroforese
em gel de agarose sem que haja a necessidade de digestfio por enzima de restriglio ou de
hibridizaglio molecular (Boehm, 1989). Como exemplo citamos uma deleglio génica que
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pode ser observada diretamente como uma altera¢o no peso molecular do produto
amplificado.

No caso de amplificagio de patdgenos para diagnostico de infecgBes, normalmente
a positividade do teste é revelada por um fragmento de DNA de peso molecular definido
que pode ser submetido ou nfio 4 digestlio por enzimas de restri¢#o ou para hibridizar com
sondas genéticas especificas para testes confirmatérios.

5. APLICAGAO DO PCR NO DIAGNOSTICO DE DOENGCAS INFECCIOSAS

Uma das primeiras aplicages médicas do PCR foi no diagnéstico de doengas
genéticas onde as mutagBes poderiam ser estudadas diretamente e para a detecglio de
sequéncias de patbgenos, particularmente quando os mesmos sfio de dificil cultivo. Para
o0s virus, o PCR oferece a vantagem de detectar sequéncias latentes ¢ virus nfio-
cultivdveis “‘in vitro’" tais como, HIV, papilomavirus humano ¢ alguns enterovirus,
Permite ainda a detecgfio direta dos patogenos ao invés de verificar aresposta imunolégica
do hospedeiro.frente a uma infecgio (White et al.,1992).

5.1- Diagndstico de InfecgSes Virails.

As aplicagDes clinicas do PCR, particularmente nas infecg8es virais, tem sido revista
e inclui a detecglio de infecgBes neonatais, infecgBes recentes, resoluglio de sorologias
indeterminadas, tipagem viral ¢ identificacfio de novos agentes (White et al.,1992).

6-1-1' HN

No caso do HIV causador da AIDS, a presenga do agente etiologico é normalmente
detectada pela presenga de anticorpos especificos pelo uso de ensaios imunoenziméticos
(ELISA) com ensaios confirmatdrios de Western blot (imunoblot) ou pelo isolamento
viral por técnicas de cocultivo (Burke et al.,1988; Jackson et al.,1987). Entretanto,
existern certas situagles clinicas onde o diagnéstico pela detecglio de anticorpos é
prejudicado por uma série de razbes: insensibilidade dos testes de detecglio, relativa ou
absoluta falta de virus circulantes devido 4 laténcia viral ou presenca de provirus
defectivo (Sonnerborg et al., 1990, Farzadegan et al.,1988; Imagawa et al.;1989). O
emprego do PCR neste caso torna a detecglio de sequéncias gendmicas virais extrema-
mente sensivel em individuos que pertencem aos chamados *‘grupos de risco’” mas que
sfio negativos nos testes sorologicos disponiveis até o momento. Estes individuos muitas
vezes constituem reservatérios ocultos de infecglio viral (Soriano et al.,1990).

Esta forma de detecgdo tem sido cada vez mais simplificada sem que, com isso, a
especificidade e sensibilidade do método sejam prejudicados. Alguns autores, procediam
a4 purificaglio, amplificaglio e detecglio do produto final utilizando sondas genéticas
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radioativas (Royfield et al.,1988). Atualmente j& existem técnicas de amplificacfio de
DNA para detecgio de sequéncias provirais de HIV-1 em lisados brutos de células
mononucleares sanguineas utilizando sondas nfo radioativas para detecgfio das sequéncias
amplificadas(Conwayetal., 1990). Atabela 3 fomece algumas das diferentes metodologias
para detecglio de HIV por PCR.

Tabela 3 - Diferentes formas de detecgio do HIV em espécimes humanos

Metodologia  Referéncia

Sangue total Fiore et al.,(1990)
Plasma Ehrnst et al. (1988)
Fluido cerebro-espinhal Goswami et al.,(1991)
Macréfagos do pulméio Clarke et al.,(1990)
Sangue seco em filtro Cassol et al.,(1991)
Extrato celular bruto de sangue periférico Conway et al.,(1990)

5.1.2- Detecgiio de Rotavirus por PCR.

Os Rotavirus constituem & principal causa de diarréia infantil em todo o mundo e
séo extremamente dificeis de serem cultivados **in vitro’* & partir de amostras de fezes
infectadas. Desta forma, a detecco cléssica destes patogenos ocorre diretamente das
amostras de fezes por ensaios imunoldgicos (Hughes et al.,1984), Entretanto, existem
situagBes em que ensaios de maior sensibilidade sfo desejdveis a fim de detectar
particulas virais mesmo em minisculas quantidades em amostras fecais (Miotti et
al.,1985). Wilde et al.,(1990) descreveram uma metodologia aperfeigoada de PCR para
detecglio de rotavirus em espécimes fecais, que permitiram a detecgdio de menos de 1
picograma de RNA gendmico viral nestes espécimes.

5.1.3-Detecgiio de Virus da Hepatite B e Hepatite C.

Sabe-s¢ que o virus da hepatite B ¢ a principal causa de hepatite crénica ¢ de
hepatoma na Asia e que a infecg#o por HBV nos Estados Unidos tem aumentado
gradativamente pelo uso de drogas injetaveis. As infecgBes cronicas pelo HBV levam a
uma produgfio persistente de antigeno de superficie viral (HBsAg) e antigeno de envelope
viral (HBeAg) pelos hepatécitos infectados (Hindman et al.,1976). Em pacientes
portadores de hepatite cronica, os testes sanguineos para detecgHo dos antigenos virais
séo considerados como um bom indice de replicagfo viral (Takahashi et al.,1976).
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Atualmente, os pesquisadores provaram que a detecglio do DNA do HBV no soro deve
ser superior a testes sorolégicos para a varredura de doadores de sangue e monitoraglio
da evoluglio de uma hepatite cronica e da efetividade de determinada terapia antiviral
(Sun et al.,1988).

Ja esté estabelecido que a amplificaglio das sequéncias por PCR seguida pela
hibridizac#io de Southern para detecgfio ¢ 0 método mais sensivel para detecclio do HBV
no s0T0.

Quando se utiliza o PCR, a sensibilidade aumenta 10 vezes quando comparada &
técnica de hibridizaglio molecular com sequéncias génicas nfio amplificadas (Kaneko et
al.,1989).

No caso do virus da hepatite C (HCV), considerado como o principal agente
etiologico causador de 90 a 95% das hepatites pos-transfusionais nfio A, nio B, a detecglio
era feita basicamente por ensaios imunolégicos (ELISA) baseando-se na procura do
antigeno C100-3 no soro dos pacientes com doengas hepéticas cronicas (Kuoet al.,1989).
Entretanto, tem sido descritas, reagBes de ELISA nfio especificas para detecclio de
anticorpos antiHCV e diividas tem sido levantadas com relagio a validade destes testes
(Wong et al.,19%0).

Mcm,mmhuwmiudnmkfduudnmmmdemfu&ﬁnm
soros controversos para confirmar a presenga ou a auséncia do RNA do HCV (Lazizi et
al.,1992).

A tabela 4 fornece uma lista destas e de outras infecgSes virais que podem ser
diagnosticadas por PCR.
Tabela 4 - Doengas virais detectadas por PCR

Virus Doenga associada

Virus da Imunodeficiéncia (HIV 1 e 2) Aids

Herpes Virus (HSV 1 e 2) Encefalite

Papilomavirus (HPV) Céncer cervical

Hepatite Virus(HBV e HCV) Hepatite

Virus linfotrépico (HTLV 1 e 2) Leucemias cronica e aguda
Dengue Virus Dengue

Rotavirus(Grupo A.B e C) Gastroenterite

Virus respiratério sincicial (RSV) Infecgdes respiratorias

Citomegalovirus (CMV)

10
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5. 2- InfecgBes bacterlanas

No caso das infecgBes bacterianas, a cultura dos microorganismos sempre foi o
método de escolha para diagnéstico. Nestes casos, a potencialidade do PCR seria
aplicada para detectar patogenos de crescimento lento;, ou de crescimento perigoso (com
risco de contaminacio para os técnicos de laboratério).

Um exemplo importante de diagnéstico de infecg#io bacteriana esté na detecglio da
Mpycobacterium tuberculosis por esta metodologia (Cousins et al.,1992). A tuberculose
¢ uma doenga mundialmente disseminada, principalmente em paises do 3° mundo. Dados
recentes de literatura sugerem que existem 20 milhdes de casos de tuberculose no mundo
e que 5000 pessoas morrem por dia acometidas por esta doenga (Dawson,1990).
Entretanto,este microorganismo tem um crescimento lento sendo que o diagndstico
laboratorial cléssico demora cerca de 10 dias. Além de demorado, alguns autores estimam
que a sensibilidade do cultivo do microorganismo como método de diagnéstico é menor
que 50% (Park et al.,1984). Os pesquisadores descreveram desta forma o disgnéstico da
tuberculose utilizando a técnica do PCR.

Normalmente a sequéncia de DNA a ser amplificada é um segmento génico que
codifica um antigeno de 65 kd presente em todas as espécimes de micobactérias (Pao et
al.,1990) ou o antigeno MPB64 especifico para o complexo M. tuberculosis (Shankar et
al.,1991). Os procedimentos que poderiam ser utilizados em rotina em laboratbrios
clinicos para identificar M. tuberculosis podem ser feitos em aproximadamente 4 horas
(Cousins et al.,1992).

A tabela 5 sumariza outras aplicagdes do PCR na detecgfio de patogenos bacterianos.
Tabela 5 - Doengas bacterianas detectadas por PCR
Pat6geno Doenga associada

Mycobacterium tuberculosis Tuberculose

Legyonella spp Pneumonia severa atipica

Vibrio cholerae Colera

Borrelia burgdorferi Doenga de Lyme

Chlamydia trachomatis Uretrites em homens e cervicites em mulheres
Mycobacterium leprae Lepra

E.coli e Shiguella Diarréia aguda

Salmonella typhi Febre tif6ide

Treponema pallidum Sifilis

Clostridium dificille Diarréia

Legionella pneumophila Pneumonia

11
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Outra oportunidade para o diagnbstico por PCR envolve a susceptibilidade a
antibiéticos. Ounissi et al.,(1990) tem demonstrado a correlaclio entre a presenca de
vérios genes codificadores de enzimas modificadoras de antibitticos e sensibilidade
bacteriana “in vitro”. Por seleglio rigorosa de sequéncias génicas conservadas destas
enzimas ¢ possivel detectar, por exemplo, todas as beta-lactamases ou somente aquelas
associadas ds penicilinases produzidas pela Neisseria gomorhoea (Mabilat and
Courvalin,1990).

5.3- Infecgbes parasitirias e flingicas.

As vantagens da velocidade, simplicidade ¢ seguranca no laboratorio oferecidas pelo
PCR estendeu a utilizaciio deste método para o diagndstico de muitas infecgBes causadas
por fungos ¢ parasitas (de Bruijn,1988).

mmumﬂmmmhmnﬂmﬁmmm
heterogencidade entre diferentes antigenos candidatos 4 vacina e de seus genes
codificadores tem estimulado o desenvolvimento de metodologias que facilitem a
detecglio dos polimorfismos genéticos deste parasita (Schriefer et al.,1991). Historica-
mente, a identificacio destas infecgBes depende da visualizagio microscopica dos
parasitas tanto no sangue quanto em mosquitos (vetores). Esta metodologia é no entanto
trabalhosa ¢ nfio permite nenhuma estimativa de heterogeneidade intraespecifica dos
parasitas (Schriefer et al.,1991).

A utilizacBio recente de iniciadores que flanqueiam vérios genes de interesse do
perasita permitiu a detecglio de mmitos variantes génicos importantes (Fenton et
al.,1991). Estes ensaios tem utilizado amostras de sangue infectado ou parasitas
cultivados “in vitro” como fonte de DNA do parasita. Desta forma, 0 PCR tem
contribuido tanto para estudos clinicos e epidemiolégicos de maléria como tem permitido

a andlise da heterogeneidade génica destes parasitas.

Como exemplo importante de infecgdes filngicas detectadas pelo PCR citamos o
Binaanks de s

O microorganismo Candida albicans tem sido reconhecido mundialmente como um
patbgeno importantissimo em pacientes imunodeprimidos. O diagnéstico pela detecglio
do patbgeno no sangue, entretanto, nem sempre é bem sucedido. Culturas de sangue de
pacientes com candidiase disseminada, por exemplo, sfio frequentemente negativas
(Dupont, 1990). A quimioterapia também pode levar & culturas negativas (Dupont, 1990).

Outra forma de diagnéstico seria o sorolégico. Mas, a habilidade dos pacientes
imunodeprimidos em produzir anticorpos est4 marcantemente reduzida (K auffman, 1 983).

12
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Assim a técnica do PCR e sua possibilidade de detectar um finico microorganismonos
espécimes clinicos, facilitou a detecglio da Candida albicans (Miyakawa et al.,1992) e
também de outros fungos entre os quais véarias espécies de Cryptococcus (Vilgalys e
Hester,1990).

A tabela 6 sumariza algumas das aplicagBes ji publicadas de diagnostico de infecgBes
fimgicas ¢ parasitérias por PCR.

Tabela 6 - Infecgdes fingicas e parasitérias detectadas por PCR

Patégeno Doenga associada
Candida albicans Candidiase
Plasmodium falciparum Malérnia
Onchocerca volvulus Oncocercose
Trypanossoma cruzi Doenga de Chagas
Leishmania brasiliensis Leishmaniose
Taxoplasma gondii Toxoplasmose
CONCLUSAO

A versatilidade da reagBo de PCR ¢ enorme ¢ muito poderia ainda ser comentado
sobre o impacto desta técnica no laboratédrio clinico. Como pode-se prever, a natureza
técnica desta reaglio deverd exigir o treinamento de profissionais no campo da Biologia
Molecular que sejam totalmente aptos em analisar os produtos de reagio. Atualmente,
slio raros os Programas de Residéncia Médica, Programa de Treinamento de equipes
médicas e de laboratoristas que oferecem instrugBes especificas de genética molecular.
Devido 4 extrema potencialidade desta metodologia, nfo 86 no diagnébstico de infecgBes
de virias naturezas como também na detecglio de doengas genéticas e clncer, o
treinamento ¢ o aprofindamento dos estudos nesta érea devem ser estimulados

Além disso, serd extremamente positiva a colaboragfio de clinicos, pesquisadores e
profissionais de laboratério a fim de integrar-se os resultados obtidos com o PCR a
historia clinica do peciente, apresentagio da doenga e tratamentos adequados.

Em conclusio a amplificaclio do material genético terd, indubitavelmente um
impacto futuro substancial tanto no campo da pesquisa bésica quanto na pesquisa clinica.
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