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Em quais doenças infecciosas vocês precisam do 
laboratório para conduzir o caso? 

Como o laboratório pode ajudar no diagnóstico 
etiológico de uma doença infecciosa?  



Detecção do agente infeccioso ou seus 
derivados (antígenos, material genético) 

Detecção de anticorpos específicos 



Retrovírus, subfamília Lentiviridae 

Pneumocystis carinii pneumonia and mucosal candidiasis in previously healthy 
homosexual men: evidence of a new acquired cellular immunodeficiency. 
 Gottlieb MS, Schroff R, Schanker HM, Weisman JD, Fan PT, Wolf RA, Saxon A.  

 
 

Four previously healthy homosexual men contracted Pneumocystis carinii pneumonia, extensive mucosal candidiasis, and 
multiple viral infections. In three of the patients these infections followed prolonged fevers of unknown origin. In all four 
cytomegalovirus was recovered from secretions. Kaposi's sarcoma developed in one patient eight months after he presented 
with esophageal candidiasis. All patients were anergic and lymphopenic; they had no lymphocyte proliferative responses to 
soluble antigens, and their responses to phytohemagglutinin were markedly reduced. Monoclonal-antibody analysis of 
peripheral-blood T-cell subpopulations revealed virtual elimination of the Leu-3 / helper/inducer subset, an increased 
percentage of the Leu-2 + suppressor/cytoxic subset, and an increased percentage of cells bearing the thymocyte-associated 
antigen T10. The inversion of the T/ helper to suppressor/cytotoxic ratio suggested that cytomegalovirus infection was an 
important factor in the pathogenesis of the immunodeficient state. A high level of exposure of male homosexuals to 
cytomegalovirus-infected secretions may account for the occurrence of this immune deficiency. 

 
 

N Engl J Med. 1981 Dec 10;305(24):1425-31 
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Fonte: DIAHV/SVS/MS. 

ESTRUTURA DO HIV 



CICLO REPLICATIVO DO HIV 
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História 
natural da 
infecção 
pelo HIV 



Para anticorpos 

• ELISA  

• ELFA 

• Quimiluminescência 

 

• Testes rápidos  

 

• Western Blot 

• Imunoblot 

Para  antígenos e anticorpos (4ª. geração) 
•ELISA 
•ELFA 
 
 
 
 
Moleculares (NAT) 
• Carga viral 
• DNA pró viral/RNA 

Exames laboratoriais para detecção da infecção pelo HIV 



IMUNOENSAIOS ENZIMÁTICOS  



Evolução do ELISA anti-HIV ao longo do tempo 







• imunoensaios  simples 

• resultados em até 30 minutos 

• realizados preferencialmente de forma presencial  

• ambiente não laboratorial  

• amostra de sangue total obtida por punção digital 

ou amostra de fluido oral  

TESTES RÁPIDOS  



(A) imunocromatografia de fluxo lateral, (B) imunocromatografia de duplo percurso – DPP, 

(C) imunoconcentração.  

Exemplos de testes reagentesG  

TESTES RÁPIDOS  





• western blot (WB) 

• imunoblot (IB) ou imunoensaios em 

linha, incluindo o imunoblot rápido 

(IBR) 

• Imunofluorescência indireta (IFI) 

Estão 
incluídos 

nessa 
categoria:  

Testes complementares 



Reação 
de 

western 
blot  



ESTÁGIOS DA INFECÇÃO - Fiebig  





PRINCÍPIO DO DIAGNÓSTICO SOROLÓGICO 

TRIAGEM 
Laboratoriais ou rápidos (2 testes) 

NEGATIVO POSITIVO 

BLOT ou teste molecular Liberar 





Fluxograma 1 – Dois testes rápidos (TR1 e TR2) realizados em 

sequência com amostras de sangue  



Fluxograma 2 – Um teste rápido utilizando fluido oral (TR1-FO) seguido por 

um teste rápido utilizando sangue (TR2)  



Fluxograma 3 – Imunoensaio de 4ª 
geração seguido de teste molecular 
como teste complementar 



Fluxograma 4 – Imunoensaio de 3ª 
geração seguido de teste molecular 
como teste complementar  



Fluxograma 5 – Imunoensaio de 3ª 
geração seguido de western blot, 
imunoblot ou imunoblot rápido como 
teste complementar 



Fluxograma 6 – Imunoensaio de 4ª 
geração seguido de western blot, 
imunoblot ou imunoblot rápido como 
teste complementar 







• A passagem transplacentária de anticorpos IgG maternos anti-HIV 
interfere no diagnóstico sorológico da criança.  

• Os anticorpos maternos podem persistir até os 18 meses de idade.  

• Portanto, métodos que realizam a detecção de anticorpos não são 
recomendados para o diagnóstico em crianças menores de 18 
meses de idade 

• É necessária a realização de testes moleculares, como a 
quantificação do RNA viral (carga viral – CV) ou que detectam 
qualitativamente o material genético do vírus inserido na célula 
(DNA pró-viral). 

ESTRATÉGIA 
PARA 

IDENTIFICAÇÃO 
PRECOCE DA 

INFECÇÃO PELO 
HIV EM 

CRIANÇAS 
MENORES DE 18 

MESES  



• Realizar pelo menos dois exames de quantificação da carga viral do 
HIV-1 

 

• A criança será considerada não infectada caso os dois resultados 
consecutivos de carga viral sejam indetectáveis 

 

• A criança será considerada infectada caso haja dois resultados 
consecutivos de carga viral acima de 5.000 cópias/mL 

 

• Se os resultados entre a primeira e a segunda CV forem discordantes, 
uma terceira amostra deverá ser coletada imediatamente. 

DIAGNÓSTICO 
DE CRIANÇAS 

DE ATÉ 18 
MESES DE 

IDADE 

Protocolo Clínico e Diretrizes Terapêuticas (PCDT) para Manejo 
da Infecção pelo HIV em Crianças e Adolescentes  



CRIANÇA EXPOSTA 

+  

DUAS CARGAS VIRAIS ABAIXO DE 5.000 CÓPIAS/ML 

+  

SOROLOGIA ANTI-HIV REAGENTE AOS 18 MESES 

EXAME DE DETECÇÃO DO DNA PRÓ-VIRAL. 





CARGA VIRAL 

MONITORAÇÃO DA INFECÇÃO PELO HIV 



Novas recomendações e o uso racional do CD4 
 
A nova recomendação (2015) considera o uso racional do CD4 em 
pacientes estáveis – em uso de terapia antirretroviral e com carga viral 
indetectável. 

• ser assintomático  

• estar em tratamento antirretroviral 

• ter carga viral indetectável 

• ter apresentado dois exames consecutivos – com 
intervalo mínimo de seis meses de um para o outro 
– que atestem CD4 maior que 350 células/mm3. 

o exame de CD4 
não deverá ser 

utilizado 
quando todas as 

seguintes 
condições 
estiverem 

presentes no 
paciente:  







O citômetro e seus sistemas  







CARGA VIRAL 



Rede Nacional de Laboratórios de Carga Viral 
do HIV 



ENSAIO IN VITRO DE REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE 
EM TEMPO REAL PARA QUANTIFICAÇÃO DO HIV-1 

Durante a reação de amplificação, o RNA-alvo é convertido em cDNA pela atividade de 
transcriptase reversa da enzima termoestável rTth DNA polimerase.  
A quantidade da sequência‐alvo de HIV‐1 presente em cada ciclo de amplificação é medida com o 
uso de sondas de oligonucleotídeos marcados por fluorescência 

O RNA viral é extraído a partir de 0,6 mL de plasma utilizando a tecnologia de micropartículas 
magnéticas. 

A sonda consiste em dois fragmentos de DNA de comprimentos diferentes: o 
fragmento mais longo é complementar ao DNA alvo e é ligado a um marcador fluorescente, 
enquanto que o fragmento mais curto contém a molécula de desativação.  
 
Quando o DNA alvo não está presente, a sonda longa liga-se à sonda de desativação e não é 
detectada fluorescência 
Quando o DNA alvo está presente, a sonda longa se liga preferencialmente ao DNA alvo e é capaz 
de fluorescer dando um sinal quantificável. 





ENSAIO IN VITRO DE REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE 
EM TEMPO REAL PARA QUANTIFICAÇÃO DO HIV-1 

A especificidade do ensaio é de ~100% (IC 95%; 99,28 - 100%). 
A sensibilidade para 0,6mL com limite de detecção de 40 
cp/mL é ~100%. 

O intervalo de quantificação de RNA de HIV-1 do ensaio é de 
40 - 10.000.000 cp/mL. 
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