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RESUMO

Introducio: O diagnostico microbiologico preciso € oportuno ¢ um pilar fundamental
da medicina clinica e da satde publica. Nas ultimas décadas, as técnicas moleculares em
especial a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e suas inumeraveis variantes
revolucionaram a capacidade de detetar e caracterizar agentes infeciosos com
sensibilidade e especificidade sem precedentes. Objetivo: Esta revisdo narrativa tem
como objetivo sistematizar o conhecimento disponivel sobre as principais técnicas
moleculares aplicadas ao diagnostico microbioldgico, com énfase no PCR e suas
variantes, discutindo suas vantagens em relacdo aos métodos convencionais € 0s
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desafios para sua implementacao em paises de baixa e média renda. Método: Revisao
narrativa da literatura publicada entre 2004 e 2024, consultando as bases de dados
PubMed, Scopus e Web of Science, utilizando os descritores “molecular diagnostics”,
“PCR microbiology”, “developing countries diagnostics” e termos relacionados.
Resultados e Discussio: As técnicas moleculares, incluindo PCR convencional, PCR
em tempo real (QPCR), PCR digital de goticulas (ddPCR), PCR multiplex ¢ LAMP,
demonstram superioridade diagndstica em termos de rapidez, sensibilidade e
especificidade em comparagdo com culturas microbianas e métodos imunoldgicos
tradicionais. Contudo, sua implementagdo em paises em desenvolvimento ¢ limitada por
barreiras de custo, infraestrutura laboratorial deficiente, escassez de pessoal qualificado
e dependéncia de insumos importados. Tecnologias emergentes como os sistemas
CRISPR/Cas e plataformas point-of-care representam caminhos promissores para
superar tais limitagdes. Conclusido: A expansdo do acesso a técnicas moleculares em
contextos de recursos limitados requer investimento coordenado em politicas de satde,
formacao de recursos humanos e parcerias internacionais.

Palavras-chave: Diagnodstico molecular; PCR; Microbiologia clinica; Paises em
desenvolvimento; point-of-care.

ABSTRACT

Introduction: Accurate and timely microbiological diagnosis is a fundamental pillar of
clinical medicine and public health. In recent decades, molecular techniques especially
the Polymerase Chain Reaction (PCR) and its numerous variants have revolutionized
the ability to detect and characterize infectious agents with unprecedented sensitivity
and specificity. Objective: This narrative review aims to systematize available know-
ledge on the main molecular techniques applied to microbiological diagnosis, with em-
phasis on PCR and its variants, discussing their advantages over conventional methods
and the challenges for their implementation in low- and middle-income countries. Me-
thod: Narrative review of literature published between 2004 and 2024, consulting
PubMed, Scopus and Web of Science databases. Results and Discussion: Molecular
techniques, including conventional PCR, real-time PCR (qPCR), droplet digital PCR
(ddPCR), multiplex PCR and LAMP, demonstrate diagnostic superiority in terms of
speed, sensitivity and specificity compared to microbial cultures and traditional immu-
nological methods. However, their implementation in developing countries is limited by
cost barriers, poor laboratory infrastructure, shortage of qualified personnel and depen-
dence on imported supplies. Emerging technologies such as CRISPR/Cas systems and
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point-of-care platforms represent promising pathways to overcome such limitations.
Conclusion: Expanding access to molecular techniques in resource-limited settings re-
quires coordinated investment in health policies, human resource training and interna-
tional partnerships.

Keywords: Molecular diagnostics; PCR; Clinical microbiology; Developing countries;
point-of-care.

1. INTRODUCAO

O diagnoéstico microbioldgico constitui a base sobre a qual repousa o manejo
clinico eficaz das doencas infeciosas. Historicamente, os métodos de diagnostico
baseavam-se em cultura microbioldgica, testes soroldgicos e microscopia, técnicas que,
embora robustas, apresentam limitagdes intrinsecas de sensibilidade, especificidade e
tempo de resposta (Murray et al., 2016). O surgimento das técnicas moleculares, em
particular a Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR), descrita por Kary Mullis em 1983
e amplamente adotada na clinica a partir dos anos 1990, representou uma inflexdo
paradigmatica na Microbiologia (Mullis et al., 1986). Desde entdo, variantes cada vez
mais sofisticadas tém emergido, expandindo as fronteiras do diagndstico infecioso.

As técnicas moleculares permitem a detecdo direta de material genético de
agentes patogénicos com precisdo, rapidez e em quantidades extremamente baixas de
material bioldgico. A sua aplicabilidade abrange bactérias, virus, fungos e parasitas,
incluindo organismos de dificil cultivo ou ndo cultivaveis (Persing et al., 2011). A
pandemia de COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2, demonstrou de forma inequivoca
o papel central dessas técnicas na resposta a emergéncias de satide publica, com o PCR
em tempo real (RT-qPCR) tornando-se o padrao de referéncia global para o diagnostico
(Corman et al., 2020).

Paralelamente, persiste uma profunda assimetria global no acesso a essas
tecnologias. Os paises de baixa e média renda (PBMR), que suportam a maior carga de
doencas infeciosas incluindo tuberculose, malaria, HIV/AIDS e infe¢des
negligenciadas, sdo frequentemente os que menos t€m acesso ao diagndstico molecular
(Pai et al., 2012). Esta iniquidade diagnéstica contribui para atrasos no tratamento,
disseminagdo de resisténcia antimicrobiana e mortalidade evitavel (WHO, 2021).
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Diante desse cenario, esta revisao narrativa tem como objetivo apresentar uma
sintese abrangente das principais técnicas moleculares utilizadas no diagndstico
microbiologico, com foco no PCR e suas variantes, comparando-as com os métodos
convencionais e discutindo os desafios especificos enfrentados pelos PBMR, bem como
as perspetivas tecnoldgicas para supera-los.

2. METODO

Trata-se de uma revisdo narrativa da literatura cientifica, conduzida entre
outubro ¢ dezembro de 2024. Foram consultadas as bases de dados PubMed/MEDLINE,
Scopus ¢ Web of Science. As estratégias de busca combinaram os descritores
controlados (MeSH) e termos livres: "molecular diagnostics", "polymerase chain
reaction", "real-time PCR", "qPCR", "digital PCR", "LAMP", "CRISPR diagnostics",
"point-of-care diagnostics", "clinical microbiology", "low-income countries", "resource-
limited settings" e "infectious diseases". Foram incluidos artigos originais, artigos de
revisdo, diretrizes e documentos de organismos internacionais publicados entre 2004 a
2024, em inglés, portugués e espanhol. Foram excluidos resumos de conferéncias sem
texto completo disponivel, cartas ao editor sem dados originais e estudos in vitro sem
aplicagdo clinica descrita. A selecdo foi realizada por dois revisores de forma
independente, com resolucdo de divergéncias por consenso.

3. DESENVOLVIMENTO

3.1 Fundamentos da Reacdo em Cadeia da Polimerase

O PCR ¢ uma técnica de amplificacdo in vitro de sequéncias especificas de DNA
baseada em ciclos repetidos de desnaturacao térmica, hibridizacdo de iniciadores
(primers) e extensdao enzimatica mediada pela DNA polimerase termoestavel (Taq
polimerase). Cada ciclo duplica teoricamente a quantidade de DNA-alvo, possibilitando
a amplificacao de bilhdes de copias a partir de uma unica molécula template em poucas
horas (Saiki et al., 1988).

A especificidade do PCR ¢ determinada pelos primers, oligonucleotideos
sintéticos complementares as regides flanqueadoras da sequéncia-alvo. A escolha
adequada desses iniciadores ¢ critica para evitar reagdes cruzadas com sequéncias de
organismos nao-alvo. Os parametros de temperatura de anelamento, concentracao de
magnésio e composi¢do do tampdao influenciam diretamente a eficiéncia e
especificidade da reacao (Lorenz, 2012).
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A partir do PCR convencional, iniimeras variantes foram desenvolvidas para
expandir sua aplicabilidade, aumentar a sensibilidade, permitir quantificacao absoluta e
detetar multiplos alvos simultaneamente. As principais variantes com relevancia clinica
sdo descritas nas sec¢oes seguintes.

3.2 Principais Variantes do PCR e suas Aplicacoes Clinicas

3.2.1 PCR em Tempo Real (qPCR)

O PCR quantitativo em tempo real (qPCR) representa a evolucdo mais
amplamente adotada do PCR convencional no ambito clinico. Esta técnica incorpora
fluoréforos como o SYBR Green ou sondas TagMan que emitem fluorescéncia
proporcional a quantidade de produto amplificado, permitindo a monitorizagdo em
tempo real da cinética de amplificacdo e a quantificagdo absoluta ou relativa do acido
nucleico alvo (Bustin et al., 2009).

No diagnostico microbiolégico, o qPCR ¢ aplicado na carga viral do HIV,
quantificagdo do SARS-CoV-2, monitorizagdo da tuberculose resistente, dete¢do de
fungos sistémicos e diagndstico de septicemia bacteriana, entre outras aplicagdes. A sua
integragdo nos sistemas automatizados, como o GeneXpert (Cepheid), permitiu
democratizar parcialmente o diagnostico molecular em cenarios de recursos limitados,
particularmente para a tuberculose e o HIV (Lawn & Nicol, 2011).

3.2.2 RT-PCR (Reverse Transcription PCR)

A transcricdo reversa seguida de PCR (RT-PCR) ¢ indispensavel para a detegdo
de virus de RNA, incluindo influenza, HIV, SARS-CoV-2, hepatite C e arbovirus como
dengue, Zika e chikungunya. Nesta técnica, uma transcriptase reversa converte 0 RNA
viral em DNA complementar (cDNA), que ¢ entdo amplificado pelo PCR convencional
ou quantitativo (Kubista et al., 2006). A combinagdo RT-qPCR tornou-se o padrao-ouro
para o diagndstico de infe¢des virais respiratorias, demonstrando sensibilidade superior
a 95% para o SARS-CoV-2 em amostras nasofaringeas coletadas nos primeiros cinco
dias de sintomas (Corman et al., 2020).

3.2.3 PCR Multiplex

O PCR multiplex utiliza multiplos pares de primers em uma unica reacao,
possibilitando a detecdo simultdnea de varios agentes etioldgicos ou sequéncias-alvo.
Esta abordagem ¢ particularmente valiosa em sindromes clinicas de etiologia multipla,
como meningite, septicemia pediatrica, diarreia infeciosa e infe¢des respiratorias (Yang
& Rothman, 2004). Painéis como o FilmArray (BioFire Diagnostics) detetam
simultaneamente dezenas de patdgenos em menos de 90 minutos a partir de amostras de
sangue, liquor ou secre¢do respiratoria, reduzindo significativamente o tempo para
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diagnostico etiologico e orientando a antibioticoterapia de forma mais racional
(Ramanan et al., 2018).

3.2.4 PCR Digital de Goticulas (ddPCR)

O PCR digital de goticulas (ddPCR) representa o estado da arte na quantificacao
absoluta de acidos nucleicos. Nesta técnica, a amostra ¢ particionada em milhares de
microgoticulas aquosas em oOleo, cada uma contendo zero ou uma molécula-alvo. A
amplificacdao individual em cada goticula, seguida de andlise digital, permite contagem
direta das moléculas-alvo sem necessidade de curva padrao (Hindson et al., 2011). O
ddPCR apresenta sensibilidade superior ao qPCR convencional, sendo especialmente
util na monitorizacdo de reservatdrios virais do HIV, dete¢do de mosaicismo genético
em resisténcia antimicrobiana e controlo de qualidade de bancos de amostras biologicas
(Strain et al., 2013).

3.2.5 LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification)

A amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP) constitui uma alternativa
ao PCR que ndo requer termociclador, operando a temperatura constante (60—65 °C)
com alta produ¢do de amplicons num curto intervalo de tempo (30-60 minutos). O
resultado pode ser visualizado a olho nu pela turva¢do do produto ou por indicadores
colorimétricos, eliminando a necessidade de eletroforese ou equipamentos de
fluorescéncia (Notomi et al., 2000).

Estas caracteristicas tornam o LAMP particularmente atrativo para cendrios de
baixos recursos. Aplicagdes validadas incluem o diagnostico de maldria, tuberculose,
leishmaniose, tripanossomiase, leptospirose e COVID-19. Estudos conduzidos na Africa
Subsaariana demonstraram que plataformas LAMP portéteis apresentam desempenho
comparavel ao qPCR para o diagnostico de maldria em contextos comunitarios
(Hopkins et al., 2019).

3.2.6 Sequenciamento de Nova Geraciao (NGS) e MetagenOmica

O sequenciamento de nova geracdo (NGS), particularmente na modalidade
metagenomica clinica (mNGS), permite a identificacdo ndo direcionada de todos os
organismos presentes numa amostra clinica, incluindo patégenos incomuns, emergentes
ou previamente desconhecidos. Esta abordagem tem demonstrado valor clinico
expressivo no diagnoéstico de encefalites de etiologia indeterminada, endocardites com
culturas negativas e infe¢cdes em doentes imunodeprimidos (Wilson et al., 2019).

Apesar do enorme potencial, o custo elevado de equipamentos e consumiveis, a
complexidade bioinformatica e os longos tempos de processamento ainda limitam a sua
adogdo generalizada, especialmente nos PBMR. O surgimento do sequenciamento de
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terceira geracao (Oxford Nanopore), com plataformas portateis como o MinlON, podera
democratizar o acesso ao NGS em cenarios de campo (Quick et al., 2016).

3.2.7 Diagndstico Baseado em CRISPR/Cas

Os sistemas CRISPR/Cas tém sido adaptados para plataformas de diagnostico
molecular de elevada sensibilidade e especificidade. As tecnologias SHERLOCK
(Specific High-sensitivity Enzymatic Reporter unLOCKing) ¢ DETECTR (DNA
Endonuclease Targeted CRISPR Trans Reporter), baseadas respetivamente nas
endonucleases Casl3 e Casl2a, permitem a detecdo de acidos nucleicos com
sensibilidade até a nivel de attomolar, com readout colorimétrico ou por fluorescéncia
(Gootenberg et al., 2017; Chen et al., 2018).

Validagdes publicadas demonstram desempenho equivalente ou superior ao
gPCR para SARS-CoV-2, dengue e HPV, com a vantagem adicional de serem
compativeis com formatos point-of-care de baixo custo. Estas tecnologias representam,
potencialmente, o proximo paradigma no diagndstico molecular, combinando precisdo
genomica com acessibilidade operacional.

3.3 Vantagens das Técnicas Moleculares sobre os Métodos Convencionais

Os métodos microbioldgicos convencionais como a cultura bacteriana,
antibiograma, microscopia e testes imunoldgicos, apresentam limitagdes estruturais que
comprometem o diagndstico oportuno. A cultura microbioldgica, considerada padrao-
ouro histérico para muitas infegdes bacterianas, requer entre 24 horas e 6 semanas para
resultados conclusivos (no caso da tuberculose), ndo permite a detecdo de organismos
ndo cultivaveis e apresenta sensibilidade reduzida em amostras pré-tratadas com
antibioticos (Murray et al., 2016).

Em contraste, as técnicas de PCR permitem a obtencao de resultados em 2 a 6
horas, com sensibilidade analitica capaz de detetar 1 a 10 copias de DNA por mililitro
de amostra (Lorenz, 2012). A especificidade, quando primers adequados sao utilizados,
supera 99% para a maioria dos alvos validados clinicamente. Esta combinagido de
rapidez, sensibilidade e especificidade tem impacto direto no progndstico do doente, ao
permitir o inicio precoce de terapia dirigida e reduzir o uso empirico de antibidticos de
largo espectro.

Adicionalmente, as técnicas moleculares permitem a caracterizagdo simultanea
do agente etiologico e dos seus determinantes de resisténcia, como o caso do GeneXpert
MTB/RIF, que deteta Mycobacterium tuberculosis ¢ mutagdes conferindo resisténcia a
rifampicina em menos de 2 horas (Lawn & Nicol, 2011). Esta informagao, inacessivel
pela cultura convencional em tempo equivalente, orienta diretamente as decisdes
terapéuticas.
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No contexto da pandemia de COVID-19, a superioridade do RT-qPCR sobre os
testes rapidos de antigeno foi amplamente documentada, com sensibilidade 15 a 30
pontos percentuais superior em amostras colhidas precocemente (Corman et al., 2020).
A capacidade de detetar carga viral baixa ¢ particularmente relevante em individuos
assintomaticos ou em fase pré-sintomatica, onde o controle da transmissdo depende da
identificacdo precoce.

Do ponto de vista da vigilancia epidemioldgica e saude publica, as técnicas
moleculares permitem a caracterizacdo filogenética e rastreamento de cadeias de
transmissdo, contribuindo para a resposta a surtos e para a detecdo precoce de variantes
emergentes de patogenos (Quick et al., 2016). A metagendmica clinica oferece ainda a
possibilidade de identificar novos agentes etioldgicos em tempo real, como
demonstrado durante os surtos de Nipah, Ebola e COVID-19.

3.4 Desafios para a Implementacio em Paises em Desenvolvimento

3.4.1 Barreiras de Custo e Infraestrutura

O custo ¢ a barreira mais imediata ao acesso ao diagnostico molecular nos
PBMR. Um termociclador de qPCR pode custar entre 15.000 e 50.000 USD, enquanto
os kits de reagentes para diagnostico de tuberculose pelo GeneXpert custam entre 10 e
20 USD por teste — um valor proibitivo em sistemas de satde onde o or¢gamento per
capita em saude pode ser inferior a 30 USD anuais (Pai et al., 2012). Embora programas
como o PEPFAR (President's Emergency Plan for AIDS Relief) e a iniciativa UNITAID
tenham subsidiado a aquisi¢do de plataformas moleculares em varios paises africanos, a
sustentabilidade financeira a longo prazo permanece fragil (Denkinger et al., 2014).

A infraestrutura laboratorial inadequada agrava este cenario. Muitos laboratorios
em PBMR carecem de fornecimento estavel de eletricidade, sistemas de armazenamento
refrigerado para reagentes, controle de temperatura e humidade, e gestdo adequada de
residuos bioldgicos. A cadeia de frio para transporte de amostras até laboratérios
centrais onde equipamentos moleculares estdo disponiveis frequentemente falha,
comprometendo a qualidade da amostra e o resultado diagnostico (Scott et al., 2011).

3.4.2 Recursos Humanos e Capacitaciao

A escassez de profissionais com formagdo em biologia molecular representa
outro obstaculo estrutural. A operacdo e manutencdo de equipamentos de PCR, a
interpretacdo de resultados e a garantia de qualidade analitica requerem competéncias
técnicas que frequentemente extrapolam a formagao disponivel nos sistemas de ensino
superior dos PBMR. A migrac¢ao de profissionais qualificados para paises de alta renda,
fenomeno conhecido como "fuga de cérebros" exacerba esta escassez (Labonté et al.,
2006).
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Programas de capacitacao conduzidos por organizacdes como a Foundation for
Innovative New Diagnostics (FIND) e o Africa CDC tém contribuido para o
desenvolvimento de competéncias laboratoriais locais, mas o impacto ainda ¢
insuficiente perante a magnitude da necessidade. A rotatividade de pessoal técnico nos
servicos publicos de satde prejudica a retengdao de competéncias adquiridas.

3.4.3 Dependéncia de Insumos Importados e Propriedade Intelectual

A quase totalidade dos kits e equipamentos de diagndstico molecular ¢
produzida em paises de alta renda, criando uma dependéncia estrutural que se tornou
agudamente visivel durante a pandemia de COVID-19. Restri¢des a exportagdo, rotura
de cadeias de abastecimento e flutuagdes cambiais impediram que varios PBMR
acedessem a kits de PCR para SARS-CoV-2, comprometendo as estratégias nacionais
de resposta a pandemia (Gilbert et al., 2020).

As patentes que protegem tecnologias-chave, incluindo a Taq polimerase e
varias plataformas de qPCR, limitam a producdo local e mantém os pregos elevados.
Embora o periodo de protecao de muitas dessas patentes tenha expirado, a transferéncia
efetiva de tecnologia para os PBMR permanece limitada por auséncia de capacidade
industrial local e de acordos de licenciamento favoraveis (Denkinger et al., 2014).

3.4.4 Auséncia de Programas de Garantia da Qualidade

A garantia da qualidade analitica ¢ condi¢do sine qua non para a utilidade clinica
do diagnostico molecular. Em muitos PBMR, a auséncia de programas de avaliagao
externa da qualidade (EQA), controles internos sistematicos e processos de validacao de
ensaios leva a resultados nao confiaveis que podem ter consequéncias clinicas graves,
incluindo falsos negativos em doencas transmissiveis com impacto para a saude publica
(Scott et al., 2011).

Iniciativas internacionais como o programa WHO EQAS para tuberculose e o
Global Laboratory Initiative tém contribuido para a implementagdo de redes de controlo
da qualidade em paises de rendimento baixo ¢ médio, mas a cobertura geografica e a
sustentabilidade desses programas permanecem desafios ndo resolvidos.

3.5 Tecnologias Emergentes e Perspetivas para Contextos de Recursos Limitados

O desenvolvimento de plataformas de diagnostico point-of-care (POC) baseadas
em principios moleculares representa a convergéncia mais promissora entre precisao
diagnostica e acessibilidade. Sistemas como o GeneXpert Edge, o Abbot ID NOW, o
Truenat e o Xpert Omni foram projetados para operacdo em ambientes com recursos
limitados, combinando automacao do processo de extracdo, amplificagdo e detecdo em
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cartuchos fechados, com requisitos de energia compativeis com fontes alternativas
(Denkinger et al., 2014).

O sequenciamento de nanoporos (Oxford Nanopore Technologies) com o
dispositivo MinION tem sido utilizado com sucesso em cenarios de campo em Africa
para sequenciamento em tempo real de Ebola, Lassa ¢ SARS-CoV-2, demonstrando que
tecnologias de ponta podem ser adaptadas a contextos de recursos limitados com
suporte técnico e logistico adequado (Quick et al., 2016).

As plataformas CRISPR-based, com custo de produgdo potencialmente muito
inferior a0 qPCR e compatibilidade com readouts colorimétricos de campo, sdo
candidatas de elevado interesse para o diagnostico em PBMR. Estudos de validacao em
Africa Subsaariana para malaria, HIV e SARS-CoV-2 estdo em curso, com resultados
preliminares promissores (Gootenberg et al., 2017).

A inteligéncia artificial e a andlise de dados em tempo real tém o potencial de
apoiar a interpretacdo de resultados moleculares em contextos de baixa densidade de
especialistas, conectando laboratorios remotos a centros de referéncia por telemedicina
diagnostica. Estas abordagens hibridas de tecnologia e conectividade podem contribuir
para superar a escassez de recursos humanos qualificados.

4. CONCLUSAO

As técnicas moleculares, em particular o PCR e suas variantes, transformaram o
diagnostico microbiologico ao oferecer sensibilidade, especificidade, rapidez e
versatilidade muito superiores aos métodos convencionais. A sua integra¢do na pratica
clinica e na satde publica tem impacto mensurdvel na redu¢do da mortalidade por
doencas infeciosas, na contengdo da resisténcia antimicrobiana e na resposta a
emergeéncias epidémicas.

Contudo, a iniquidade global no acesso a estas tecnologias constitui um
imperativo ético e de saude publica de primeira ordem. Os paises em desenvolvimento,
que enfrentam as maiores cargas de doencgas infeciosas, permanecem sistematicamente
sub-equipados para realizar diagndstico molecular. A superacdo desta iniquidade requer
uma abordagem multidimensional que inclua: financiamento sustentavel e diversificado,
desenvolvimento de capacidade laboratorial local, formacdo e reten¢ao de recursos
humanos qualificados, produgdo local de insumos e transferéncia de tecnologia,
implementa¢ao de plataformas POC adaptadas e programas robustos de garantia da
qualidade.

As tecnologias emergentes CRISPR/Cas, sequenciamento de nanoporos e
diagnostico baseado em inteligéncia artificial, oferecem janelas de oportunidade para
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reduzir a lacuna diagnoéstica, desde que acompanhadas de vontade politica, investimento
em investigacao adaptada a contextos locais e parcerias equitativas entre paises de alto e
baixo rendimento. O diagnostico molecular universal ndo ¢ apenas uma aspiracao
tecnologica, mas uma condicao necessaria para a equidade em saude global.
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