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APRESENTAÇÃO

A incidência das doenças sexualmente transmissíveis (081) lem aumentado em proporção
verdadeiramente alarmante e se tomado um grave problema de saúde pública em todo o mundo. É
necessário, portanto, conlrolá·las, já que as DST nao apenas atacam a populaçao adulla mas afelam,
também. o adolescente. o feto e o recém-nascido.

O controle dessas doenças é bastante diHcil em vista de diversos fatores, dentre os quais
destacamos os de ordem social e médica.

Ao examinar estes fatores, concluí-se que as mudanças nos padrOes de comportamento sexual
e o uso de métodos contraceptivos têm contribuído para o aumento generalizado das DST. Em adição ao
grande número de casos assinlomáticos ou nao diagnosticados que persistem como reservatórios,
perpetuando as infecções. Além do gonococo e do Treponema pallldum, existem muitos outros
microorganismos que s30 transmitidos pelo ato sexual. Varias combinaçOes destes microorganismos
coexistem e s30 transmitidas simultaneamente. Portanto, infecçOes múltiplas existem e devem ser tratadas
adequadamente. Muitos dos microorganismos respondem bem à terapia antibiótica, embora recidivas
ocorram. Tendo em vista a ocorrência de resistência aos antibióticos, a rotina terapêutica deve ser
cuidadosa.

Algumas dessas infecçoes podem persistir no estado de latência, tornando·se ativas meses ou
mesmo anos após a inle<:çao inicial a reinfecç30 é comum, particularmente entre certos grupos
populacionais.

O controle das doenças sexualmente transmissiveis deve envolver uma equipe mul1idisciplinar,
na qual o especialista em laboratório é responsável pelos exames laboratoriais necessários para a
confirmaç30 elou diferenciaç30 do diagnóstico.

Este fasciculo, que contou, em sua elaboraç30, com o apoio técnico dos doutores Mario E.
Camargo, Oalair Antõnia Neto de Souza, Oéborah Mongagnini. Geni Noceti de lima Câmara e Marta
Antunes de Oliveira, contém técnicas e procedimentos para o diagnóstico dos microorganismos envolvidos
com as doenças sexualmente transmissíveis e é dirigido especificamente para o pessoal que trabatha na
area de laboratório.

Lalr Guerra de Macedo Rodrigues
Coordenadora

Programa Nacional de Controle de DST/AIDS
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OBJETIVOS

Gerais:

• Padronizar OS reagentes e técnicas usadas no diagnóstico das doenças sexualmente transmisslveis;
• Criar um sistema único de dados laboI'atoriais que permita determinar a prevalência de algumas DST;
• Enfatizar a importância do laboratório no oontrole das asr.

Especificos:

• Executar os testes laboratoriais recomendados para apoio diagnóstico das DST;
• Explicar os pl'incípios dos testes utilizados para apoio diagnóstico das DST;
• Interpretar os resultados dos lestes laboratoriais;
• Registrar e analisar os dados obtidos;
• Liberar adequadamente os resultados laboratoriais;
• Implantar controle de qualidade no laboratório de osr.
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MODULO I
DIAGNOSTICO LABoRATDRIAL DA SIFllIS
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•

SiFILlS

Doença causada pelo Treponema pallidum, é transmitida sexualmente, por vla placentána a, even
tualmente, por transfusão de sangue. A lesâo lnicia~ protosifiloma oucancro dt.rO, é uma UI09ração indolor de
bordas endurecidas, Que aparece de 2 a 6 semanas após o contágio e desaparece após cerca de 2 meses.
Esquematicamente. a essa lase de sirilis primária segue-se a de sltilis secundária, com erupção cutânea
papular, lesões mucosas e reação ganglionar. Em seguida a infecção entra em 'ase de latência, chamada
precoce no pnmelro ano de doença e tardia depols desse período. Anos dep)IS pode se manIfestar a sllilis
terciária, com~ pnoopalmente carcltovasculares ou de sIstema net'VOSO central.
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1. PESQUISA DO Treponema pallidum EM MATERIAL DO PACIENTE

Na sifjlis recente o T. pallidum pode ser detectado por exame microscópico, de campo escuro ou de
imunofluorescéncia, no exsudato da lesão primária, em material de lesões secundárias, principalmente de
mucosas, e em material de punção ganglionar. Em recém-nascidos com sífilis congênita, pode ser encontra
do em exsudato nasal e de nasofaringe.

1.1. Exame microscópico de campo escuro

1.1.1. Coleta do material

De uma coleta adequada depende o bom êxito da pesquisa. limpar cuidadosamente a superfície da
lesão com gaze umedecida em solução fisiológica, evitando sangramento. Coletar o exsudato límpido que se
forma na lesão, tocando-o dlretamente com uma lámina de microscopia ou transfenndo-o para esta alça bac
teriológica ou com capilar.

1.1.2. Observação microscópica:

O material, entre-lâmina e lamínula, é examinado imediatamente por microscopia de campo escuro. No
caso de alguma demora para o exame, a lamínula pOOe ser grudada sobre a lâmina, com parafina. A lâmina
pOOe ser conservada à temperatura ambienle e o exame realizado até 1 ou 2 horas depois. Verificar a exala
centralização do condensador de campo escuro e as condições de Iluminação, o que pOOerá ser feito previa·
mente com um preparado contendo um raspado de gengivas em uma gola de solução salina. Este material
habitualmente contém espiroquetas de Treponema denticols, biotlpo microdentium

Observar os preparados com obJetiva seca (40x a 6Ox) e os organismos SUSpeItos com objetiva de
Imersão. O T. pallidum é um esplroqueta delicado, com 6~m a 10 f.l.m de comprimento e forma de saca-ro
lhas com espirais apertadas, Intensamente móvel. Apresenta movimentos de translação para frente e para
trás e movimentos de rotação sobre o eixo longitudinal.

1.1.3. Interpretação:

Sendo adequada a coleta, o exame microscópico de campo escuro, de material de prolosifiloma, é de
grande sensibilidade, com POSItiVidade maior do que 95%. Resultados negativos não excluem sífilis e devem
ser repelidos diante de uma suspeita clínica da doença. Exames negativos podem ser causados por limpeza
da lesão com água e sabão, pela ação local ou Sistémica de drogas trep:memicidas, ou verificados em
lesões de maiS longa duração. Em lesões bucaiS há nsco de resultados positiVOS falsos pela presença de es·
plroquetas não patogéniCOS, de morfologia semelhante.

1.2. Exame por imunolluorescência di reta

O material a examinar pOOe ser delicadamente distendido sobre lâminas de microscopia. cerca de 10f.l.I
para uma área de lcm2• e seco ao ar. As lâminas devem ser processadas no mesmo dia ou fixadas em ace
tona por 10 minutos e conservadas em congelador até a realizaçâo do exame, podendo ser enViadas, em ge
Io, a laboratÓriOS adequadamente eqUipados para o lesle.

Para o exame, os preparados são incubados por 30 minutos com conjugado fluorescente específiCO para
o T. pallidum, em geral um anllcorpo monoclonal marcado. MaiS Simplesmente, pode-se Incubar sobre os
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preparados um soro sifilítico de alto título, adequadamente dilufdo e prevIamente absorvido com ~Absorvente

para FTA-ABS~. DepoiS de lavadas, as lâmInas são incubadas com conjugado antl 19G humana. oomo para o
teste FTA-ABS. DepoIs de montados com glicenna-aJcahna e lamlnula, os preparados são examinados em
mIcroscopIa de fluorescência, como para o teste FTA-ABS. Nos testes pOSItiVOS são observados treponemas
ntensamente fluorescentes.

A técnica de ImunollUOfescéncla permite o exame do matenaJ mesmo depols de alguns dIas de colhido.
Além dISSO, fornece resultados específicos que possibilitam a diferenciação entre o T. pallidum e trepone
mas não patogénICOS eventualmente presentes. que não são corados.

2. TESTES SOROLÓGICOS

2.1. Testes preliminares não treponêmicos:

Estes testes detectam anttrorpos anh-lipidicos que se formam no paciente infectado em resposta a ma
tena! lipoldlCO, libertado tanto de suas própnas células lesadas como dos treponemas.

Os testes antl-liptdlCOS utIlizam um antigeno btologicamente lnespecífico, a card.oli~na (difosfatidl~lice

rol), fosfolíptde presente em tecKlos animaiS e extraído do c:oraçâo de bat, à qual se associam a lecitina e o
colesterol. Representados pelo teste do VDRL e suas variantes, são mações de floculação, mas há também
o teste de fixação do compM3mento, hoje de utIlização multo limitada.

A sensibilidade e a especlfk:ldade destes testes são BlUstadas seglJldo as proporções dos~
tes do antígeno e as caracterlshcas da. suspensão anhgêrllca utilizada. bem c:cmo da técnica de execução do
teste, que deve ser ngorosamente seguk1a. Variações tanto do antigeno como da técnica, por pequenas que
pareçam, podem aumentar stgnificativamente as porcentagens de resultados faJ5O-pOSltivos e faJscrnegatl
ws, que freqüentemente passam despercebidos ao laboratonsta

2.1.1. Teste do VDRL em lâminas

2.1.1.1. Equipamento e material necessários:

- centrifuga, para separação dos soros;
- banho-maria, ajustado a 569C :!; 1QC;
- agitador tIpo Kline, com 180 :!; 2 rotações por minuto, com amplItude de 2 cm;
- microscópIO com objetiva de 10 aumentos;
- lâminas ou placas de vidro transparente. com áreas circulares demarcadas com anéis de 14mm de

diâmetro intemo, ou placas com escavações circulares, lipo Kline;
- tubos de ensaio;
- pipetas de 1mi em centésimos e de 5ml em décimos;
- seringa tipo LU8f, de lml ou 2m1;
- agulhas calibre 18, sem bisei, fornecendo 60 :!; 2 gotas por mililitro. (Adapte a agulha a uma pipeta

ou seringa de 2ml, graduadas, e conte o número de gotas correspondentes a 1mi de água ou de 50-

kJçáo salina).

2.1.1.2. Reagentes:

- Antígeoo VORL de boa procedérda;
- Solução salina lamponada (SSTJ, com pH 6,0 ~ 0,1

Composição:

• Cloreto de sódio ..........•.........••... 10,Omt
• Fosfato dlssódi<x) anidro 0,37g
• Foslato monopotâsslGO anKlro •.•••....••.... O,17g
• Formaldeldo. . . . . . . . . . . . . . . . • • . . . . . . • . . . . 0,5m1
• Ág.Ja deslllada para .... .•..•.....•••.... 10ll0m1

• Confenr o pH. ConseNéW em frasoos com tampa de rosca.
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- Solução salina a 0,9% - Dissolver 9g de NaCI em ágJa destilada para 1lXX)m1.

2.1.1.3. Soros controle

Soro reagente, soro fracamente reagente e soro não reagente, testados contra padrões respectIvos de
um laboratórIO de referênCia.

2.1.1.4. Procedimento

Soros:

Aquecer em banho-maria a 56ºC ± 1ºC por 30 minutos. Se ulllizados depois de 4 horas desta mati
vação, aquecer novamente a 56ºC por 10 minutos.

Suspensão antigénica:

Pipetar OAml de SST em frasco de 30ml, com rolha de vidro, redondo, de lundo plano. Gota a gota, adi·
clonar por 6 segundos, 0,5m1 de antígeno, contido na metade inferior de uma plpeta de 1mi, graduada, en
quanto se imprime ao Irasco, delicado movimento de rotação sobre uma superfície plana. Na última, gota,
esvaziar a pipeta. Continuar a rotação por mais 10segundos. AdiCionar ao frasco 4,1 mi de SST, arrolhar e agi
tar, por movimentos verticaiS, cerca de 30 vezes em 10 segundos. Não devem ser preparados volumes mert<>
res de suspensão antigénica. No caso de maior número de testes, podem ser preparados volumes dobrados,
mas não maiores. A suspensão antigénica deve ser utilizada no mesmo dia. Entretanto, há relerência de boa
preservação distribuindo-a em alíquotas, que podem ser conservadas em congelador por até 30 dias e utili
zadas totalmente quando degeladas.

Teste qualitativo:

Os soros e os reagentes devem estar à temperatura ambiente, que para a realização do teste deverá li·
car entre 23ºC e 29ºC. Colocar 50....1de soro inativado na área circular da lâmina (este volume deve ser rlga
roso, a partir de pipeta automática de 50....1ou de pipeta de VIdro de 0,1 mi, graduada). Adicionar 1 gota
(1/60ml) da suspensão antigénica ImprimIr rotação à lâmina por 4 minutos (180 r.p.m., amplitude 2cm). Ler
imediatamente em microscópio com objetiva 10x e ocular 10x. Floculações com partículas grandes ou mé
dias correspondem a soros reagentes, pequenas a soros fracamente reagentes e partículas antigénicas
bem dispersas ou apenas levemente grosseiras, a soros não reagentes. Ocasionalmente, soros fortemente
reagentes apresentam resultado negativo, em conseqüênCia a uma reação de prozona. Por este motivo,
sempre deve se incluir nos testes diluições de soro a 1:10 em solução salina, que resultarâo reagentes nos
casos de reação de prozona.

Testes quantitativos:

Preparar diluições dobradas do soro diretamente na lâmina, por adição e transferência a volumes su
cessivos de 50....1de soluçâo salina, desprezando-se 50 ....1da última diluiçâo. Toma-se como titulo a última di
luição nitidamente reagente (não fracamente reagente).

Teste do VOAL em líquido cefaloraqueano (LCR)

As amostras de LCR a testar são previamente centrilugadas mas não inalividas.
Diluir a suspensão antigénica a 1:2 com solução salina a 10% (dissolver 10g de NaCI em água destila

da, completar para 1ooml). Misturar delicadamente, aguardar 5 minutos. Não utilizar depois de 2 horas. O
teste é feito em lâminas escavadas, com cavidade de 16mm de diâmetro e 1,75mm de profundidade, estan
00 as amostras e a suspensão antigênica com temperatura ambiente (239C a 299C). A 50....1de LCR, adicio-
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nar 1 gota de 10..,.1 (0,01ml) da suspensão antigénica. Esta deve ser gotejada com agulha de calibre 22 for
necendo 100 :t 2 gotas por mililitro. Agitar as lâminas por 8 minutos de rotação (180 :t 2 r.p.m.) e ler ao mi·
croscópio. As amostras reagentes podem ser tituladas em teste quantitativo realizado com diluições dobra·
das do LCR em solução salina a 0,9%.

2.2. Testes confirmatórios treponêmicos

Estes testes detectam anticorpos suscitados por determinantes antigênicos do T. pallidum. Inicialmen
te foi desenvolvido o teste de Imobilização do Treponema (TPI), oonsiderado como paci'ão, mas que não é
utIlizado para fins de rotina. Para exames de rotina, utiliza-se o teste de imunofluorescência (FTA·ABS), oom
100000as de T. pallidum fixadas em lâminas de microscopia, e o teste de mlcroemaglutinação (MHATP), com
hemácias recobertas com componentes antigênicos do T. pallidum

2.2.1. Teste FTA-ABS

Sobre as lâminas com treponemas, incubam-se os soros, previamente absorvidos. Para revelar os anti·
corpos eventualmente fixados sobre os treponemas, as lâminas, depois de lavadas, são incubadas com um
oonjugado de anticorpos anli-globulinas humanas com fluoresceína Para os soros reagentes, os treponemas
se mostram fluorescentes ao exame por microscopia de fluorescência. Para que o teste seja específico, é
necessário afastar as reaÇÕ8s de anticorpos, presentes no soro, oontra antígenos ~de grupo", comuns a tre
ponemas não patogénicos que ocorrem no organismo humano. Para esse fim, estes anticorpos são bloquea·
00s pela adição prévia, ao soro, de um "AbsoNente" que contém os antígenos de grupo.

A sensibilidade do teste depende de numerosos fatores, relacionados com o equipamento de microsco
pia fluorescente, a reatividade do antígeno, as características e diluição do conjugado fluorescente, a exe
cução e leitura corretas do teste, bem como de um reagente "absorvente" satisfatório. Desse modo, o teste
FTA·ABS deve ser rigorosamente padronizado em cada laboratório com o auxílio de soros controle.

2.2.1.1. Equipamento e material necessários:

- microscópio de fluorescência, de transiluminação ou de epiiluminação, com filtros para fluoresceína e
com campo escuro;

- estufa bacteriológica a 3~;

- caixa plástica com tampa, para incubação das lâminas em ambiente úmido;
- lâminas de microscopia de 1mm de espessura, oom áreas circulares de 5mm de diâmetro;
- laminulas 24 x 60;
- cubas de Coplin para lavagem de lâminas.

2.2.1.2. Reagentes:

- suspensão antigénica de T. pallidum cepa Nichols, liofilizada;
- acetona, p.a.;
- conjugado fluorescente anti IgG humana;
- reagente absorvente;
- solução salina tampanada oom fosfatos 0,01M, pH 7,2 (PBS);
- solução estoque de ~ul de Evans a 0,01 g%;
- PBS com Tween 80 a 1%;
- glicerina alcalina (9 partes de glicerina, uma parte de tampão car1Jonato-blcarbonato de sódio, O,SM,

pH 8,5).

22.1.3. Soros controle

a) soro reagente;
b) soro não reagente;
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c) soro de reatividade mínima (1 +);
d) SOfO positivo falso. testados contra soros de um laboratóriO de referência.

2.2.1.4. Procedimento:

Preparo das lâminas:

Reconstituir a suspensão liofi1izada de treponemas segundo as instruções do fabricante. Homogeneizar
delicadamente, com pequena seringa e agulha fina, para dispersão completa dos treponemas. que deve ser
rootrolada por microscopia de campo escuro. Colocar uma gota da suspensão em cada área circular da lã·
mina, aspirando todo o excesso, ficando uma película de líquido sobre toda a área (lâminas bem limpas e
desengorduradas). Acertar a diluição final da suspensão para se obter de 30 a 40 treponemas por campo mi·
croscópico (45x).

Secar as lâminas ao ar por 15 minutos. imergi-Ias em acetona por 10 minutos (esta fixação é opcional),
secar, embrulhar em papel e conservar a -2QQC até o uso. A reatividade de cada lote de lâminas deve sef ve
rificada através de testes com os soros controle.

Teste:

Retirar as lâminas do congelador e aquecé-Ias ligeiramente com jato de ar quente, para impedir con
densação de água do ar ambiente.

Diluir os soros, inalivados, a 1:5 com o reagente absorvente (0,05ml de soro + O,2ml de absorvente).
Misturar bem, transferir uma gota (30","1) de cada soro diluido para uma área correspondente da lâmina. Incluir
os soros controle reagente. de reação mínima, e não reagente, diluídos segundo as instruções que os acom·
panham, bem como uma área apenas com solução salina, para controle do conjugado. Incluir também o soro
controle falso-positivo, contendo apenas antiCOlPOS de grupo, não específicos. Este soro deve ser Incluído di
luído a 1/5 em solução salina, que deve resultar positivo, e diluído a 1/5 em "absorvente", que deve resultar
negativo. Incubar as lâminas em câmara úmida a 37'1C por 30 minutos. Lavar em P8S corrente por 5 segun
oos, imergir em cubas com PBS por 5 minutos, duas vezes, escorrer e secar com jato de ar quente ou entre
folhas de papel de filtro, delicadamente, sem atrito.

Adicionar a cada área, uma gota de conjugado diluído, segundo o título. em PBS-Tween 80 com azul de
Evans a 1mg% (diluir a solução estoque de azul de Evans a 1:10 em PBS-Tween 80). Incubar novamente por
3) minutos a 379C, lavar as lâminas em P8S como acima e, em seguida, rapidamente, em água destilada.

A diluição de uso do conjugado deve ser determinada no próprio laboratório e para cada tipo de teste
em que for utilizado. Para esse fim, titula-se um soro reagente com diluições crescentes do conjugado (litu
lação em 81000 00 chess-titration). OCOlTerá que, para as maiores concentrações do conjugado serão 0b
servados titulos constantes para o soro, mas que a partir de certa diluição em diante, serão progressivamente
menores. A diluição de uso do conjugado deverá estar na zona de reatividade máxima, que fornece os titulos
mais altos do soro, imediatamente antenor à diluição que pl"ecede a queda de títulos.

No exemplo da figura 1, observa-se realividade máxima até a diluição de 1:200 do conjugado, reoomen
dando-se utilizar nos testes a dilUIção de 1:100. EeVidente que nessa diluição não deverá haver qualquer c0

loração nas reaçôes controle. como soro náo reagente ou apenas com o diluente, observandcrse reação de
(1 +) com o soro controle de reatividade mínima.

Leitura dos testes:

Os preparados devem ser examinados sob luz branca, em campo escuro, para confirmação da presença
de treponemas, e em seguida por fluorescência Para os soros reagentes, atribuem-se valores de (1 +) a (4+)
à reação, segundo a intensidade da coloração, tendcrse como referência as reaçóes de um soro rontrole for
temente reagente (4+) e do soro controle de reabvidade mínima (1 +). Reaçóes duvidosas (±), de trepone
mas no limiar da viSibilidade, de coloração mUlto discreta e sem brilho, ou negativas (O), em que os trepone-
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Fig. 1 - Titulação do CooJugado

mas não são visualizados à fluorescência embora observados ao exame de campo escuro, correspondem a
soros não reagentes. Testes com (1 +) ou (~) devem ser repetidos em nova amostra de soro, para confir
mação do resultado.

Expressão dos resultados do teste FTA·ABS

Leitura

4+
3+
2+

1+

<1+ (~)

O

Intensidade de fluorescência

Muito intensa
Intensa
Moderada

Equivalente ao oontrole de reatividade mínima

Coloração no limiar de visibilidade
Ausente

Resultado

Reagente

Realividade mínima

Não reagente

2.22. Teste de microemaglutinação (MHATP)

Em placas plásticas de microtitulação, diluições de soros previamente tratados com reagente absorven
te para remover reações inespecíficas, são incubadas oom suspensão de hemácias recobertas com antígenos
do T. pallidum Para os soros reagentes observa-se aglutinação das hemácias, que fonnam um tapete nas
paredes das cavidades da placa Para os soros não reagentes as hemácias não se aglutinam e depositam-se
oomo um botão no fundo das cavidades.

Dois tipos de reagentes são mais oomuns. O teste ~Sera·Tek·TreponemaJ Antibody~ (Ames Division, Mi·
les Laboratories, Inc., USA) utiliza hemácias de carneiro em suspensão liofilizada e placas com cavidades de
fundo redondo. O teste "Hemapalhdum- (Biolab Diagnóstica S/A, Brasil), emprega hemácias de aves em
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suspensão líquida e placas com cavidades cónicas. A execução. leitura e interpretação dos testes devem
obedecer rigorosamente às instruções oos fabricantes. Contanoo com reagentes já padroniza:1os na ongem,
o teste MHATP não solicita os cuidados de padronização que o teste FTA-ABS exige em cooa laboratório e
assIm está menos sujeito a variações Inter-Iaboratórios.

2.3. Interpretação dos testes sorológicos

Os testes de cardiolipina têm elevada sensibilidade, de cerca de 70 a 80% na sífilis primária e pratica
mente total nas sífilis secundária e latente recente. Já na sífilis tardia, sintomática ou não. a sensibilidade fi
ca em torno de 70%. Além das vantagens de fácil execução e baixo custo. os testes de cardiolipina permitem
o acompanhamento da terapêutica, através das variações de títulos e mesmo negativação. Entretanto, estes
testes estão sujeitos a resultados positivos falsos, as chamadas reaçóes fal~itivas biológicas, observa
das em várias patologias em porcentagens que variam de 3 a 40% ou mais. Desse modo, com freqüência
seus resultados positivos precisam ser confirmados pelos testes treponêmicos, cuja especificidade é da or
dem de 99%. Os testes de cardiolipina são, pois, considerados como de primeira linha na sorologia da sífilis,
enquanto que os testes treponêmicos. de maior custo e complexidade. devem ser utilizados somente como
testes confirmatórios de testes lipidicos positivos. Outra eventualidade para seu uso é nos casos clinicamen
te ~uspeitos de sífilis tardia com testes de cardiolipina negativos, fase da doença em que os testes treponê
micos mostram sensibilidade de 98% ou mais.

Desde que os anticorpos treponêmicos tendem a permanecer mais longamente do que os antIcorpos
lipídicos e quando respondem à terapêutica o fazem muito lentamente, não há interesse em sua titulaçâo.
Assim, somente realizam-se testes treponêmicos qualitativos.

O quadro 1 indica as interpretações possiveis dos resultados de testes sorológicos para a sífilis.
É necessário ter em mente que os resultados dos testes sorológicos fornecem resultados de probabili

dade que juntamente com os dados clinicos irão contribuir para o diagnóstico. Também, os testes atuais não
permitem distinguir entre sífilis ativa (tratada ou não) e sífilis inativa (adequadamente tratada).

QUADRO 1
SíFILIS -INTERPRETAÇÃO DE RESULTADOS SOROLÓGICOS

De Cardiolipina

Reagente

Reagente

Não reagente

Não reagente

Testes

Treponêmicos

Reagente

Não reagente

Reagente

Não reagente
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Conclusão

Sífilis

Teste fat~positivo biológico

Sífilis primária
Sífilis tardia
Sífilis tratada
Teste fal~negativo (prozona)
Teste falSQi>OSitivo

Ausência de sífilis
Sifilis pré-sorológica
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DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DA GDNORR~IA
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GONORRÉIA

Doerça de transmlssiCl sexual causada pela bactéria Neisseria gonorrhoeae, epidémica. incidência
elevada entre adolescentes e adultos jovens. Apesar de ser uma doença infecciosa pnmariamente do trato
lX'Og8Oital, pode 8vauir piYa ccmpIicaçóes tais corro sapingites. bartolinites, epKlfdimites. abcessos parill&
trais e disseminar sob a fama de a1rites. lesões OJtãneas e septicemia. A N. gonorrhoeae pode ainda in
lectar as mucosas anal, do orofaringe e da oonjuntiva
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MÓDULO II
DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DA GONORRÉIA

1. COLHEITA DA AMOSTRA CLíNICA

o diagnóstico laboratorial da gonorréia, depende da demonstração de diplOCOC:OS Gram-negalivos em
esfregaços CO(ados e da identificação da N. Gonorrhoeae em meios de cultura especificos.

A eficácia do diagnóstico depende de como a amostra foi colhida, preservada, transportada e se
meada

1.1. Colheita de amostra na mulher

1.1.1. Canal endocervical (é o melhor local para colheita):

a) Introduzir o espéculo vaginal esterilizado, umedecido com água; não usar lubrificantes porque estes
inibem o crescimento dos gonococos;

b) remover o muco cervical com algodão esterilizado, sustentando-o com uma pinça;
c) introduzir o "swab~ (zaragataa) esterilizado no canal endocervicaJ; girar delicadamente, aguardar 10 a

30 segundos e retirar;
d) semear a amostra em meio de cultura (tipo Thayer Martin), ou conlonTl8 o caso, acondicionar em

meio de transporte (tipo Amies);
e) repelir o procedimento com novo "swab" (zaragatoa) e fazer dois esfregaços em lâminas j)feviamen

te limpas e identificadas.

1.1.2. Canal anal

a) Introduzir o ~swab" (zaragatoa) esterilizado no canal anal;
b) girar o "swab~ (zaragatoa) de um lado para outro, deixando 10 a 30 segundos nessa região;
c) fazer como na letra d do item 1.1.1;
d) repetir o procedimento caso O"swabM (zaragatoa) toque nas fezes.

1.1.3. Canal uretral (a cultura é Indicada em casos sugestivos de urelrite elou em pacientes adultas
sem endocérvice, submetidas à histerectomia).

a) comprimir a uretra, pressionando oom o dedo médio através da parede vaginal, de modo a expulsar
a seaeçáo das glândulas para-uretrais.
Usar "swab" (zaragatoa) esterilizado para obter a amostra.

b) proceder como no item 1.1.1, letras d e e.

1.1.4. Canal vaginal (a cultura é indicada para crianças quando se torna Impossível a obtenção de
amostra do endocérvice).

a) introduzir o Mswab" (zaragatoa) na vagina, girar delicadamente, deixando nessa região durante 10 a
30 segundos, retirando em seguida;

b) proceder como no item 1.1.1, letras d e e.
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1.1.5. Orofaringe (a cultura é recomendada quando há suspeita de infecção gonocócica disseminada
e em indivíduos que praticam o sexo oral).

a) aplicar o ~swab" (zaragatoa) na farll'lge posterior e nas cnptas tonsllares;
b) proceder como no item 1.1.1, letra d

1.2. Colheita de amostra no homem

1.2.1. Canal uretral

a) realizar uma anti-sepsia de glande e meato uretral extemo com auxilio de gaze esterilizada umede
cida em solução fisiológica esterilizada;

b) introduzir o ~swab" (zaragatoa) na uretra cerca de 1 a 2cm, girando-o delicadamente, retirá-lo a se
guir;

c) preparar dois esfregaços, identificando-os cOfretamente;
d) colher amostra para cultura, conforme O item 1.1.1, letra d, caso haja suspeita clínica de resistência

a antibióticos.

Obs.: Havendo dificuldades de se recuperar a N. gonorrhoeae das amostras citadas, utilizar uma ou mais
das seguintes alternativas para cultura e bacterioscopia:
- sedimento do primeiro jato da primeira urina da manhã;
- secreção uretra! obtida introduzindo "swab" 1-2cm na uretra, girando-o de um lado para outro.

2. EXAME BACTERIOSCÓPICO DIRETO

o exame bacteriosc6pico direto é feito da amostra clínica recém-colhida do paciente. Ê um exame pre
suntivo, mas que pode ter valor de diagnóstico em uretrites gonocócicas, sobretudo a masculina; ern todas as
demais manifestações da gonorréia faz-se necessário o exame compf"ObatÓfio da cultura.

2.1. Preparo do Esfregaço

A lâmina de vidro para microscopia deve estar limpa, desengc>fdll'ada sem arranhões e previamente
identificada:

• realizar o esfregaço da secreção, cuidando-se para obedecer as margens da lâmina (figura 5);
• fazer um esfregaço homogêneo não denso, girando o "swab" (zaragatoa) delicadamente sobre a su

perficie central da lâmina (figura 5);
• deixar secar à temperatura ambiente;
• passar a lâmina três vezes sobre a chama do bico de 8unsen, para lixá-lo, não permitindo que a lâ

mina aqueça excessivamente.

Figura 5
Preparo do Eslregaço

/r---==/~=====~:::::"í____/l/.-IL..----'-:argL da

~/==,==/=====!II Lãm,,"
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22 CoIOfaçáo pelo método de Gram (Anexo I: Prepa'"o dos Reagentes):

• cobnr o esfregaço com aistal ~oleta por 1 mil"lJto;
• lavar em água corrente;
• colocar a solução de lugol por 1 miruto;
• lavar em água corrente;
• descorar com álcool- acetona 1:1;
• lavar em água corrente;
• cobnr o esfregaço com solução de fuccjna 1:1Odurante 30 segundos;
• lavar rapidamente em água corrente. Deixar secar à temperatlJa ambiente.

2.3. leitura das lâminas:

• examinar o esfregaço pós colOl'ação de Gram, utilizando a objetiva de Imersão (alm8nto de 100 x) do
mittoscópio;

• observar vários campos mlCfoscóplros, para se ter uma \I1são global da amostra;
• anotar em livro de regIStro apropriado as estruturas morfolintonaJS observadas (micmorganismos e

células), quantlllC8tldo-as;
• liberar os laudos, conforme onentação assinalada no item 6, deste Manual.

3. SEMEADURA DA AMOSTRA CLÍNICA

3.1. Meios de cultura comumente usados:

• Thayer-MartlO mOOificado (Anexo 02);

• Martin-LewIs.

As placas de Petri (80 x 15mm), contendo meio de cultura, devem ser guardadas à 49C (refrigerador)
sempre protegidas em saco plástICO. Elas devem ser colocadas com a tampa da placa voltada para baixo e
devem ser usadas antes da data de expiração.

Antes da Incubação das amostras, as placas devem estar à temperaI... arrb4enle (22-259(;).

32. Técnica de Semeadura:

• girar o ~swab~ (zaragatoa) na superfíCie do meio em forma de Z (figura 01);

• usar uma alça bacteriológica de platina, espalhar o material semeado na placa. fazendo estrias pr6xt
mas umas das outras (fig.xa 2).

3.3. Incubação das Placas:

• colocar as placas, com as tampas para baixo, em cãmera úmida de mlCt'Oaerofilia (5 a 10% de CO.t)
ou em -jarra da vela-. Utilizando a -jarra da vela- fechar a lata hennetlCêllT'ler'lte, contendo no seu in
terIOr uma vela acesa e uma chumaço de algodão embeb+do em água (figura 3).
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• Incubar as placas na estufa a 35-369C, durante 24 a 48 horas.

4. IDENTIFICAÇÃO PRESUNTlVA

• Examinar o aspecto morfológico das colônias;
• No isolamento recente, as colónias de gonococos geralmente são brilhantes. mueóides, acinzenta-

dos, de tamanho variável;
• Realizar o teste de cilocrol'Tl(H)xidase (anexo 03);
• "pescar" uma colónia, fazer esfregaço e corar pelo método de Gram;
• o resultado presuntivo, informará que a bactéria isolada pertence ao gênero Neisseria. se o teste de

oxidase for positivo e a bacterioscopia revelar presença de cocos Gram·negalivos na CU1t1l'8.

5. IDENTIFICAÇÃO DEFINITIVA

• Dividir uma placa de Thayer Martin em quatro quadrantes. Repicar em cada quadrante, uma colónia
da Neisseria isolada para o resultado presuntivo (figura 04);

• incubar por 24 a 48 horas. a temperatura de 35 a 3G9C;
• fazer esfregaço do material de cada quadrante e corar pelo métoclo de Gram;
• na leitura da bacterioscopia pós coloração de Gram, verificar se a cultlJ'a está pISa, pela presença

exclusiva de cocos Gram-negativos;
• realizar o teste de metabohzação de carboldratos (anexo 04);
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Figura 4
Repicagem na placa dividida em quadrantes

• O resultado definitivo informará que a bactéria isolada. no meio de Thayer Martin, é a Neisseria go
normoeae. porque metabalizou apenas o carboidrato glicose.

6. LIBERAÇÃO DOS LAUDOS

6.1. Bacterioscopia

6.1.1. Resultado negativo

Informar o seguinte: "Não foram encontraoos diplcx:ocos Gram-negativos ao exame bacterioscópico pós
coloração de Gram.

6.1.2. Resultado positivo

No resultado positivo é importante informar a quantidade de diplococos Gram-negativos e o número de
lelK:ÓCitos polimorfonucleares por campo. Assim: MPresença de numerosos (ou vários, ou alguns, ou raros) di·
p10c:0c0s Gram·negalivos intracelulares (eJou extracelulares). Polimorfonucleares acima de 30 por campo (ou:
entre 20-25 pie; entre 15 a 20 pie; entre 10 a 15 plc; entre 5 a 10 pie e abaixo de 05 por campo)".

Poder-se-á liberar um laudo mais detalhado relatando a visualização de outras formas microbianas, c0

mo: cocos Gram-posilivos, Bacilos Gram·negativos, Bacilos Gram-positivos, estruturas leveduriformes, etc.

6.2. Cultura

6.2.1. Resultado negativo

Dizer que não houve crescimento de Neisseria gonorrhoeae em meio de T. Martin após 48 horas de
obse<vação.

622. Resultado positivo

Carimbar o laudo, assim: Crescimento de Neisseria gonorrhoeae.

7. PESQUISA DE N. Gonorrhoeae RESISTENTE A ANTIBiÓTICOS BETA-lACTÃMICOS

Vários testes laboratoriais para detecção de N. gonorrhoeae resistente à penicilina e seus análogos,
têm sido empregados em exames de rotina Os testes acidométrico, iodométrico e da cefalosporina cro
mogênica são específicos para a detecção da enzima Beta-Iaetamase. O teste da difusáo em ágar, utililizan·
do-se discos de antibióticos em coocentraÇÕ8S padronizadas (Métodos de Kirby·Bauer) pode revelar r&
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sistência bacteriana a antibióticos, o que correlaciona-se com a presença da Beta·lactamase no microorga
nismo testado (Haemophylus influenzae, Neisseria gonorrhoeae, Staphylococcus aureus), entretanto,
este teste deverá ser confirmado através de um dos três métodos para a pesquisa da enzima Beta-lactama
se.

Esta pesquisa deverá ser feita a partir de cultura pura e jamais diretamente das secreções.°labofatório deverá possuir cepas controles. positivas e negativas, que deverão ser testadas juntamen
te com as cepas dos pacientes em estudo.

7.1 Teste lodométrico rápido

Penicilina Sódica ou Penicilina G Potássica

Adicione Penicilina sódica ou Penicilina G potássica em pó a um tampão fosfato recente para obter s0

lução com concentração final de 6.000 UVml. Pequenas porções desta solução podem ser distribuídas em
pequenos tubos e guardadas na temperatura de "209C. Não utilizar oongeladores "frost-free". Pequenas
porções podem ser descongeladas e usadas pelo período de uma semana

Tampão de Fosfato pH 6.0

SOlução A: KH,PO .
• •
Agua destilada

Solução B: Na
2
HP0

4
••••••

Água destilada

0,9079
100ml

O,946g
100ml

Misture 87,7ml da Solução A e 12,3ml da Solução B. Esta solução é estável por várias semanas à tem
peratura ambiente.

Solução de Penicilina

Penicilina (pó) .........••.•...•........•••.......•..

Tampão fosfato .
O,5g

83,OmI

Concentração de 6.000u/ml. Esterilize a solução de penicilina através do filtro O,22-u ou 0,45u.

Solução do amido

Amido .....•........................••...........
Água destilada esterilizada .........•..................

1,09
1oo.0m1

Misture o amido com água destilada e ooloque em banho maria até o amido se dissolver. Guarde no re
frigerado< !lO< até 02 dias.

SoluçAo de lodo

lodo ..................•.......•..................
Iodeto de potássio ...........•.......••....•........
Água destilada esterilizada .

2,039
5329

1oo.0m1

Dissolva os. ingredientes em água destilada. Annazene em garrafas escuras. Prepare solução nova se
oouver prec1pllaçAo.
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Teste

1. Dispense 0,1 mi da solução de penicilina em um tubo pequeno ou mlCl'~aca.

2. Remova as cok;rllas puras do microorganlsmo e faça uma suspensão na solução de penicilina MIs
ture por 30 segundos e deixe a mIstura permanecer IX!"" 1 hora em temperatura ambiente a fim de
que a Beta-Iactamase quebre o anel Beta-lactãmlCO. O H. influenzae e a N. gonorrhoeae nor
malmente não requerem 1 hora de incubação, mas os estafllococos requerem.

3. Achctone 3 gotas da solução de amido, à suspensão e misture bem.
4. AdICione 1 gota do iodo oom pipeta PasteLr. A solução ri se tomar escura devido a reação do iodo

oom o armdo. Caso o lOdo seja adicionado prematuramente a reação enzimática pode parar gerando
resultado falso-negatlVO.

5. AgIte a mistura IX!"" 1 minuto. A desco6oração rápida Indica pnxkJção de B-lactamase. Se a solução
permanecer escura. o teste é negativo.

6. Faça o teste usand:> ocon~ positIVO e negativo.

Vantagens:

• resultado rápido;
• reagentes disponíveIS e baratos;
• fácil de fazer.
• culh...-a OliglnaJ pode ser usada caso haja oolônlas Isoladas de N. gonorrtloeae;

• fácil de ler.

Desvantagens:

• mUitas lases;
• reagentes instáveis;
• não pode testar secreção uretral, vaginal e cervical diretamente.

7.2. Teste acidométrico rápido

1. Prepare solução de vermelho de fenol a 0,5%. Dissolva 1.0g de vermelho de fenol em 3Om1 de
NaOH1N q.s.p. para 200ml rom água destilada

2. Adicione 2.0ml da solução vermelho de fenol em 16.6ml de água destilada esterilizada.
3. Coloque esta solução em um frasco contendo 20 milhões de unidades de penicilina G potássica É

necessário tamponar; muitas preparações contém tampão citrato, o que é adequado para o teste.
4. Adicione NaOH gota após gota até que pH seja 8.5. A solução se tomará vermelha escura.
5. Dividir a solução em aliquotas pequenas, congele a -2Q9C.

Teste

1. Coloque O,SrnI para 0,1ml do substrato de penicilina em um tubo pequeno. Remova várias colõnias
oom a aJça e faça uma solução turva no substrato.

2. se a cultura produzir Beta-Iactamase a solução se tomará amarela A mudança da cor ooorrerá em 1
mmuto.

3. Faça o teste usando lMT1 controle positivo e um controle negativo.

Vantagens:

• resultado rápido e possível no mesmo dia se a culhxa estIVer pronta;
• reagente disponível e barato;
• fácil de fazer;
• somente uma lase;
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• reagente menos estável do que o teste iodométrico;
• placas original podem SElf usadas caso haja colónias isoladas.

Desvantagens:

• requer ajustamento correto do pH;
• o ponto final é algumas vezes difícil de definir.

7.3. Teste da Cefalosporina Cromogênica

1. Dissolva 10mg da cefalosporina 87/312 em lml de dimetrylsulfoxido (DMSO). Oiluir com PBS (pH
7.0) a uma concentração de 5OOgIml. A solução é estável na temperatura de 4 - 109C durante várias
semanas.

Prepare o PBS (pH 7.0) da seguinte maneira:

SOlução A: ~H2PO~ .
Agua destilada

Solução B: Na,HPO. . .....
Água destilada

0,9079
looml

0.946g
looml

Misture 392ml da solução A(fosfato monopotássico) com 6O,8ml da solução B (fosfato dissódioo).

Teste

1. Coloque 0,05011 do substrato de cefalosporina em um tubo pequeno ou lITla microplaca.
2. Usando a alça bacteriológica remova colónias do microorganismo a ser testado. Faça uma sus·

pensão densa na solução de cefalosporina
3. Misture por 1 minuto. ObselVe se há mudança de cor após 10 minutos, e após 1 hora
4. O teste lX>Sitivo é indicado pela mudança de COI" do substrato de amarelo para vennelho. Cepas de

N. gonorrhoeae e H. influenzae produtores de Beta·laetamase, normalmente produzirão mudança
de COI" em menos de 10 minutos.

5. Faça o teste com controles positivos e negativos.

Vantagens:

• pode ser usado no trabalho de campo, simples, fácil de fazer;
• reagentes são estáveis;
• resultados disponíveis no mesmo dia da roltura;
• o teste pode ser feito nas placas de agar.

Desvantagens

• dificuldade para encontrar a cefalosporina cromogênica.

8. ESTOCAGEM DE NElSSERIA GONORRHOEAE

• Repicar a cultura pura obtida no meio de Thayer Martin Modificado (TMM) em placa de agar chocola·
le;

• Incubar por 24 horas, a 35 - 3G9C;
• Fazer esfregaço e Gram para confinnar a pureza da cultura;
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a} Cultura padrão:

• semear a cultura padrão no agar chocolate; incubar a 35 - 369C durante 16 - 20 horas em CO2;

• preparar uma suspensão do crescimento bacteriano em 0,5mt de caldo trypticase e mistlJ'a- bem; adi
cionar 0,2ml desta suspensão em 4,5ml do mesmo caldo. MIsturar bem para formar uma suspensão
homogênea;

• ajustar o aparelho para uma opacidade que cai entre 45% % 5% (transmissão de luz) em 530nm, ou
a equivalente ao n9 2 da escala padrão de McFarland;

• preparar as diluições de cada cultura (45% ± 5%) da suspensão lestada

• Preparar uma suspensão densa em quatro partes de caldo TSB e uma parte de glicerina, misture
bem. Distribua alíquotas de 0,5 a 1mi em tubos apropriados para estocagem;

• Congelar a -7Q9C;
• Repica- as amostras estocadas após 6 meses, em ágar chocolate. Não use o meio de TMM para rEr

cuperar amostras congeladas, mas ágar chocolate enriquecido e sem inibicb"es.

9. CONTROLE DE QUALIDADE NO LABORATÓRIO DE DST

9.1. Controle de qualidade do Método de Gram

Microorganismos necessários:

• Neisseria gonorrhoeae;
• Staphycoccus epidermidis.

Procedimento:

1. colocar uma gota de solução fisiológica na lãmina;
2. retirar uma colônia suspeita de N. gonorrhoeae e fazer o esfregaço;
3. repetir os itens 1 e 2, usando a colôma suspeita de S. epidermidis;

4. corar os esfregaços pelo Gram;
5. observar no microscópio a morfologia e coloração:

• N. gonorrhoeae = cocos Gram - negativos;
• S. epidermidis =cocos Gram - positivos.

6. caso a coloração não seja especifica, verifique os reagentes e reavalie a técnica de elaboração do
esfregaço elou da coloração.

92. Conlrole de qualidade do meio de Thayer Martin Modificado (TMM)

Microorganismos necessários:

• Cepas-padrão de Neisseria gonorrhoeae dependentes de CO2;

• Neisseria meningitidis;

• Proteus sp;
• Escherichia col~

• Staphylococcus epidermidis;

• Neisseria sicca;
• Cândida albicans.
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Meios de cultura utilizados:

• Agar chocolate;
• Thayer Martin Modificado;
• Caldo TryptlCilS8 de Soja (TSB)

Procedimento:

• determinar a DiluIÇão ótlma do lnóculo (001) para cada mtCfOOl'ganlsmo a ser lestado (o inóculo de
veráf~ 50 a 100 cotónlas no ágar chocolate, usando alça bacteool6goca de 3mm).

Exemplo:

TUBO
TSB SUSPENSÃO DA CULTURA DILUiÇÃO DO INOCUlUM

N'

1 4,5ml 0,5ml da suspensão a (45% :t 5%) 1:10 (1l),')

2 4,Sml 0,5ml do tubo 1 1:100 (10')

3 4,5m1 0,5ml do tubo 2 1:1000 (10')

4 4,5m1 O,5m1 do tubo 3 1:10.000 (10")

5 4,5ml O,5m1 do tubo 4 1:100.000 (10')

6 4,5m1 O,5m1 do tubo 5 1:1000.000 (10")

a) loocular as placas de ágN chocolate usando uma alça de 3rnm pMa cada diluIÇão;
b) examinar as ptacas após 16 - 20 horas. A diluIÇão de 1<t3 00 1<t' é satisfatória para grande parte

dos mK:roorganlsmos;
c) loocular a ptaca conlr06e do ooyo lote de T. Martin Moclificado com uma alça bactenológca de 3mm;
d) repeti" o pnx:edll1l8flto em ptacas de agar chocolate com as mesmas diluIÇÕeS para verihcar a viabt·

hdade do metO;
e) Incubar em atmosfera de C02, a 35-369C por 24 - 48 horas;
f) examinar as culturas, comparar o aescllnento, a inibIÇão do crescimento, a reação de oxlctase na

placa controle e nas outras placas, registrando lodos OS dados em fichas apropriadas;
g) se necessário revisar os achados e determinar se o novo meio reune os cnlénos de aceitação.

Outros microorganismos
Para os demais microorganlsmos (Proteus sp, E. coli, S. epidermidis, N. sicca. C. albicans), basta

utlhzar a diluição 10.3 00 10·' (escala,,9 2 de McFarland); faça oomo está indicado nas lelras C, d, e, da cul·
tura padrão. Estes miaoorganlsmos deverão ter aescimenlo inibido no meio de TMM.

92.1. Preparo da Escala Padrão de McFarland

1. Coloque 10 tlb:ls em lJTl8 estante, marqu&OS de 1 alO.
2, AdIClOllO a segUinte quanUdado da solução cloreto de báno (1%):

Tubo n2 1
Tubo n9 2
Tlbo n9 3
Tubo n9 4
Tubo n9 5
TuIxl n9 6
Tubo n9 7
Tubo n9 8
Tubo n' 9
Tubo n9 10
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3. Adicione em cada tubo quantidade suficiente de soluçao de ácido sulfúrico (1%) até completar 10ml
de solução.

4. Feche bem os tubos e~ com parafina
5. Quando o pr8CIpllado de "" branca (sulfato de báno) se forma" em cada tubo, a densidade deles

será dJferente.

6. A densidade de cada tubo corresponde aproxImadamente ao S8Qlunte rúnero de bactérias por mil:

N01
NO 2
NO 3
NO 4
NO 5
NO 6
NO 7
N' 8
NO 9
N9 10

JOO.lXXl
6OO.lXXl
9OO.lXXl

1200.lXXl
1.500.lXXl
1.800.lXXl
2.100.lXXl
2.400.lXXl

. . . . . . . . . . . . . • . • . . . . . . . . • • • . . . . . . . . . . . .. 2.700.000

.. .. . .. .. . .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. . .. . .. .. 3.lXXl.OOO

Notas:
Quando a curva acnna for usada para comparar OU ajustar suspensão bacteriana em caldo, prepare s0

lução de ácido sulfunco a (1%) no mesmo caldo.

Os tubos devem ser do mesmo lamartD.

TESTE PARA CRESCIMENTO

ai Cultura padrão

MEIO AMBIENTE NOVO MEIO
ORGANISMO CEPA NO 001 CO,

DEPEN

1. N. gorooIloeae
2. N. gorooIloeae
3. N. gorooIloeae
4. N. gorooIloeae
5.N.gonontloeae

6.N.gooorrhoeae
7. N. gonorrhoeae
8. N. menlngltidis

VIABlUDADE
AC 24hs 48hs 24hs 48hs

OXIlASE

TESTE PARA INIBiÇÃO DE SAPRÓFITAS

b) Outros microorganismos

MICROORGANISMO
CEPA

1. Proteus spp
2. E. coli
3. S. epidermidis
4. N. sicca
5. C. albicans

00 VIABlUDADE
AC

MEIO CONTROUE NOVO CONTROlE

Responsável pelo lesle:
Data I I
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9.3 Controle de qualidade dos Carboidratos

Mlcroorganlsmos necessários:

• Neisseria gonoohoeae;
• Neisseria meningitidis;

• Neisseria laetâmica;
• Neisseria sicca.

Procedimentos:

• pl'"eparar 4 baterias contendo os seguintes açúcares: glicose, lactose, Ievulose (frutose), maltose e
sacarose;

• semear em cada bateria uma das neissarias acima;
• incubar a 35-3~C, pCN' 24 horas, sem tensão de CO2;

• anotar a utilização de açúcar em cada bateria °resultado deverá ser o seguinte:

- N. gonorrhoeae
- N. meningitidis
- N. lactâmica

N. sicca

= glicose +
= glicose e maltose +
=glicose, maltose e lactose ou (ONPG) +
=glicose, levulose, maltose e sacrose +.

9.4. Controle de qualidade da prova de oxidase

MicrOCX'ganismos utilizados:

• Neisseria sp;
• Staphylococcus sp.

Aspecto do reagente:

• Sem sinais visíveís de oxidação.

Procedimentos:

• pingar uma gota do reagente de oxidase em duas tiras de papel de filtro;
• em uma das tiras passar uma colônia de neisseria sp e, na outra, uma colônia de Staphylococcus

sp, com auxílio de uma alça de platina (não utilizar alça de niquel cromo ou similar);
• o teste será considerado satisfatório se aparecer cor rosada na tira contendo Neisseria sp e ne

nhuma alteração de cor na tira contendo Staphylococcus sp.

ANEXO I
REAGENTES PARA COLORAÇÃO DE GRAM

1. Solução de Cristal·Violeta modificada por Hucker,

Solução A:
Cristal Violeta 2,0g
Álcool etílico PA 2Om1
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Solução B:

Oxalato de amónia O,Sg
Água deslllada BOmI

Após 24 horas, misturar a solução A com a solução B. Estocar em garrafas de vidro de ror âmbar.

2. Solução de Lugol (solução estoque).

lodo P.A.................................••.....
Iodeto de potássio .
Água destilada .

1,09
2,09

200ml

Colocar O iodo e o Iodeto dentro de um graal, adiCionaro lodo e triturar IX>'" 10-30 segundos. Adicionar
1mi de água destilada, triturar, acrescentar mais 5ml de água destilada, triturar, adicionar lOmI de água destt
lada e triturar. Colocar a solução de todoIiodeto de potáSSIO numa proveta e completar Ovolume para 200m!.
Guardar em frascos âl"{lbar.

Para uso, dilUir a solução estoque em 1:15 de água destilada.

3. Álcool - Acetona:

Álcool etilico PA 250m!
Acetona P.A. ..........................•.............. 250ml

Misturar e estocar em frasco de vidro.

ANEXO II

MEIO OE CULTURA DE THAYER MARTIN MODIFICADO (TMM)

Preparação (1 litro)

1. Preparar a solução de hemoglobina a 2% da seguinte maneira; suspender 1Og de hemoglobina desidra
tada em 500ml de água destilada, misturar bem por 10 minutos. Filtrar a solução de hemoglobina
através de gaze;

2. Pesar 36g do meio base para gonococo (GC) e 10g de ágar pUrifiCado, misturar, suspender em 500m1 de
água destilada. Levar ao banho-maria fervente para clarificação do agar;

3. Autoclavar a solução de hemoglobina e o meio GC agar, em frascos separados, a 121 9C, por 15 minu
tos;

4. Esfriar o material a uma temperatura de 5S9C, mantendo-o em banho-maria regulado;
5. À parte, reconstituir a solução de antibióticos VCNT (Vancomicina, colistina, nistatina e lrimetropina) em

água destilada esterilizada e deixar repousar durante 20 minutos;
6. ReconstitUir o suplemento VX com o liquido reldratante; agitar bem para se obter solução homogénea;
7. Assepticamente, adicionar 10ml dos antibióticos, 10ml do suplemento VX, 5ml de solução de glicose a

2,5% esterilizada (por vapor fluente ou filtração), ao meio base GC agar, misturando suavemente;
8. Acrescentar a solução de hemoglobina no meio GC agar, delicadamente para se evitar formação de b0

lhas. Homogeneizar. Medir o pH, que deve ser de 7,2 ± 0,2;
9. Distribuir 15 a 20ml do meio TMM em placas de Petri;

10. Deixar as placas em temperatura ambiente por uma noite. Retirar uma amostragem de cada lote e incu
bar em estufa a 23-2f1C e 35-JG9C por até uma semana;

11. Acondicionar as placas em sacos plásticos e estocá-Ias em refrigerador por até 3 semanas;
12. Preencher a Ficha de Controle de Qualidade do Meio de TMM e anotar os dados sobre o leste esterili

dade e aparência do meio. (ver abaixo).
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Thayer Martin Modificado
NO do lote:
Dala do preparo

FICHA DE CONTROLE DE QUALIDADE

Data do teste
Data 00 resultado

INGREDIENTES

MARCA

GC-Base
Ágar
Hemoglobina
Suplemento VX

NO DO LOTE MARCA

VCN

DEXTROSE

NO DO LOTE

TESTE DE ESTERILIDADE
INCUBAÇÃO POR UMA SEMANA

APAR~NCIA pH a 56'C

23 - 27"C

C AC

(-): InadeqUada

35 - :J69C

C AC

CONSIST~NCIA"

HOMOGENEIDADE"
UMIDADE"
OUTROS

(ESPECIFICAR)

" (+): adequada

( ) ( )
( ) ( )
( ) ( )

MEIO~

( ) ACEITÃVEL
( ) NÃo ACEITÃVEL

DATA DE EXPEDIÇÃO

c = Crescimento; AC = Ausência de crescimento

Nome da pessoa que realizou o teste

ANEXO III

TESTE DA ENZIMA CITOCROMO-OXIDASE

Os citOCfomos são hernoprotelnas que contêm feITO e aluam corno o último estágio da cadeia respirat~

ria aeróbia, transferindo hidrogénio (elélrons) ao oxigénio, com loonação de água. As Neisserias e as mui
tas espécies de Pseudomonas são oxidase - positivas.

A prova de citocromo-oxidase utiliza certos reatlvos que prodJzem cor e que aluam como receptores de
elétrons, substituindo o oXigénIO. A parafenllechamma é lrcolor no estado reduzido. mas em presença de CI

i:X:rOrl"O-OXidase. o OXigénio atmosférico se oxida e oogina cor rosada

Reagente:

• solução de hldroclorelo de dlmetll-parafenodiamlna a I%. Esta solução deve ser preparada mensal
mente e conseMlda a 49(; (refl'igefa::klr) em frasco âmbar.

Procedimentos: (técnica indlreta)

• pingar uma gota do reagente de atoct'OlTl()-()xidase em l.JTla tira de papel de filtro;
• retirar uma colónia e espalhar na lira do papel de filtro;
• a reação ~ltlva é ,machala oom o Sllrglmento de coloração rosa no local onde se espalhou a coló

nia.

Obs.: utilizar alça de platina no teste.
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Controles:

• positivo: Pseudomonas aerurginosa
• negativo: Escherichia coli.

ANEXO IV

METABOLlZAÇÁO OOS CARBOIORATOS

A N. gononfloeae é uma bactéria aeróbia que realiza a glicólise através da via aeróbia ou via metabó
lica de Entner-Douderoff, oxidando a glicose em 6 - fosfogluconato e 2 - ceto - 3 - desoxi - 6 - fosfogluco
nato, até a formação de ácido pirúvico. É uma reação produtora de energia (ATP) que requer oxigênio mole
cular como receptor final de hidrogênlo (elétrons). Entre os carboidratos testados para identificação definitiva
das neisserias. a glicose é único metabalizado pela N. gononfloeae.

1. Preparo dos carboidratos

• Em cinco balões numerados adicionar lOOml de água destilada em 4,3g do meio base desi
dratado CTA (Cystine trypticase Agar). Misturar e aquecer, até a dissolução do agar (darifi
cação), em banho-maria;

• Adicionar em cada balão um tipo específico de carboidrato a 1%: glicose, lactose, levulose.
maltose e sacarose;

• Distribuir em tubos de rosca de 12 x 12Omm;
• Esterilizar por filtração ou vapor fluente (l()()9C, durante 30 minutos, em autoclave com a

válvula aberta).

2. Inoculação dos carboidratos

1. Preparar uma bateria contendo os cinco tipos de açúcares (glicose, lactose, lewlo58, ma~
tose e sacarose), identificando o exame;

2. Inocular uma colônia de Neisseria suspeita, certificando se proveniente de cultura pura;
3. A inoculação deve ser feita em profundidade, no mínimo lcm abaixo da superfície do meio,

com auxílio de uma alça bacteriológica;
4. Incubar à temperatura de 35-J69C, por 24 e 48 horas. É dispensável a tensão de CC:;
5. Na metabolização de carboidratos, haverá produção de ácidos que serão percebidos pela vi

ralJem no indicador de vermelho para amarelo;
6. A prova será considerada positiva para Neisseria gonorrhoeae se apenas a glicose for

metabolizada.
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DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DE DOENÇAS DE
TRANSMISSÃO SEXUAL NÃCl-GONOCÓCICA

Corriqueiramente, um serviço laboratorial voltado para o diagnOstico de Doenças Sexualmente Trans
missíveis (05T) atende, essencialmente. os casos de gonorréia e sífilis. No entanto, dentro de um contexto
de saúde pública, não se pode desprezar 00 passar para plano secundário o diagnóstico das demais OSlo

Estas Doenças Sexualmente Transmissiveis seriam aquelas responsáveis por uretrites, vaginites, wl·
\O-vaginites, cervicites, lesões e ulcerações na genitária.

É verdade que algumas destas doenças exigem técnicas de diagnóstico laboratorial sofisticadas e one
rosas, tal como ocorre no linfoganuloma venéreo. Vale a pena ressaltar, porém, que muitas delas, senão a
maioria, utilizam-se de recursos simples, senslveis e confiáveis. É o que ocorre, por exemplo, no uso de bac
terioscopia à fresco para sugerir uma candidiase ou trichomoniase. A tão usual coloração segundo Gram, p0

derá nos orientar no diagnóstico tanto de um cancro mote quanto numa vaginite por Gardnerella vaginalis.
O importante é que busquemos implantar novas técnicas de diagnóstico ou aperfeiçoar as existentes,

lB'a que se possa, eletivamente, oontribuir para o oontrole das Doenças Sexualmente Transmisslveis, em
nosso Pafs.

43



1. CANCRO MOLE

o canao rroIe é uma doença de transmissão sexual, cup agente etlológlco, o Haemophylus ducreyi
produz uma ulceração dolorosa, sumamente contagIOSa, geralmente localizada na genltália externa.

1.1. Colela da amostra clínica para bacterioscopia:

• limpar a úlcefa com solução fisiológica esterilizada;
• colher matenal da regIão ulcerada com auxílIO de um ·swab- (zwagatoa).

• realizar esfregaços (2 a 3), utilizando lâminas limpas e secas;
• secar à temperatlM'a ambtente;
• oorar pelo Método de Gram.

1.2. Colela da amostra cllnica para cultura:

Utilizar amostra clínica colhida como paTa bactenoscopt8. semear em agar chocolate enriquecido com
os falOfBS V(NAO) e X (hermna) ou Agar de LevinthaJ e incubar por 24 a 48 horas a 359<:, em atmosfera de 5
a 10% de C0

2
(câmara de miaoaerofiha). A identificação da bacténa se faz pela prova de requerimento de

falores (X OU V) e pela hemólise em agar sangue. A bactéria pode crescer bem na água de rondensação do
meIO de cultura

1.3. Liberação dos laudos:

1.3.1. Bacterioscopia:

A coloração pelo Gram poderá revelar pl'esença da bactéria nas lesões ulceratlvas, quando se obserVar
diminutos bacilos Gram-negativos pieomorficos agrupados com freqüência no interiOf dos leucócitos polimcr
fonucleares. Extracetulannente, o Heamophylus poderá formar cadeias ou paliçadas.

1.3.2. Cultura

o H. ducreyi utiliza o fatar Xe gook das cepas produzem hem6lise em ágar sangue de ovin:>o

2. OONOVANOSE

É uma Infecção usualmente transmltKia pelo oontato sexual. causada peta bactéria Calymmatobacte
rium granulomatis. É uma doença de evolução crómca e de bêuxa oontaglOSKiade; caracteriza-5e pela pre
sença de nódlJlos StJx:utâneos, ganuk>matosos, ulcerados, lndoklres 8 autCHncx:uláveIS; as les6es gerall'T'l8r'l-"
te são encontradas na genltáJia. regtâo perianal e regIão IngUinal.

É provável que a donovanose possa ser transmhda na ausênaa de oontato sexual.
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2.1. Diagnóstico Laboratorial

2.1.1 Biópsia das lesões:

Para exames hlstopatológloos.

2.1.2. Esfregaço das lesões:

Corados pelo Glemsa ou Wright.

2.1.3. Cultura das lesões ou do aspirado dos linfonodos:

o bacilo C. granulomatis é de difícil cultivo. porém pod&se utilizar o metO de cultura descnto por
Dient e Brownell à base de gemas de ovos frescos.

2.2. Liberação dos laudos

o corrum do diagnóstico laboratorial da donovanose é dado pelo resultado dos exames bacterioscópi
ces (cortes histológICOS e esfregaços corados), considerados posItIVOS QUando se visualiza céfulas mooonu
deares endoteliais (macrófagos) contendo agrupamentos do bacilo, chamados corpúsculos de Oonovan.

3_ VAGINITE POR Gardnerella vaginalis

A G. vaginalis é um bacilo Gram-flegativo ou Gram-lábil, pleomór1ICO que normalmente pode sef en
contrado na vagina da mulher adulta, mas que poderá ser agente etIOlógICO de vaglnlles ou vaglllOseS. Ge
f31mente, a G. vaginalis encontra-se associada a bacténas anaE!fÓblas. (Baeteroides. Mobiluncus ou cocos
anae<óbtos).

3.1. Diagnóstico laboratorial

3.1.1. Teste do hidróxido de polássio:

• Em uma lâmina de vidro, pIngar uma ou duas gotas de secreção vaginal;
• acrescentar uma ou duas gotas de KOH a 10%, misturar com alça bacteriológica ou palito de madel'

ra;

• sentir o odor à peixe, que é despreendido pela presença de aminas voláteis metabollzadas pelas
bacténas anaeróblas. Este cheiro característico dá como POSItiVO o teste para Gardnerella

3.12. Teste do pH:

• A secreção vaginal mostrará uma acidez em tomo de 4,5.

3.1.3. Bacterioscopia do esfregaço de secreção vaginal:

• Cora' o esfregaço pelo Método de Gram;
• Observar a presença de células-guia ou células-ehave (clue cells): células epitehals robertas por

diminutos bacilos Gram-negativos (ou Gram-lábeis);
Observar a ausência ou redução dos lactobacilos.

3.1.4. Cultura de secreção vaginal:

Utiliza-se l'lleK) de cultura seletivo para G. vaginalis como o descnto por Greeowood e colaboradores,
~ é constltuíOO de lXJl8 base (aga' ColurrtMa) acresoda de peptona rúnefO 3 a 1% de sargue humano a
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5%, além de uma solução de citrato-fosfato-gtioose. A G. vaginalis produz hem6lise Beta
Para Identificar a bactéria. utiliza-se provas bioquímicas complementares como o teste da oxidase, ca

talase, mobilidade, nitrato e metabolização de carboidratos, entre outros.

3.2. Liberação dos laudos

Em laboratórios de saúde pública, o oomum é utilizar o resultado da bacterioscopia (j)(esença de oélu
las-<:have com redução ou ausência de lactobacilos), associado ao resultado positivo do teste de KOH e me-
dição do pH em tomo de 4.5, para estabelecer o diagnóstico presuntivo deste tipo de vaginite. A identificação
definitiva da G. vaginalis é dada pelo crescimento em meio seletivo e pelas provas t)joquimicas comple-
mentares.

4. TAICOMONíASE

Doerça causada pelo protozoário Trichomonas vaginalis na região ul'OiJ8nital feminina e masculina
É uma vulvovaginite muito comum em mulheres adultas.

4.1. Diagnóstico laboratorial

4.1.1. Teste do pH vaginal:

Geralmente o pH vaginal estará acima de 5,0. Para fazer o teste, basta oolher uma gota de secreção
vaginal e colocá-Ia numa tira de papel universal de medição de pH.

4.1.2. Exame direto a fresco:

Duas a três gotas de secreção vaginal ou uretral horrogeneizada em 0,1 a 0,2ml de solução fisiológica.
Colocar uma gota da mistura numa lâmina, oobrir com lamínula e observar ao microscópio em objetiva de
10x e 4Ox.

4.1.3. Exame citológico (Papanioorau)

Realizado da secreção vaginal.

4.1.4. Cultura de secreção vaginal, uretral ou prostática

Em serviço público não se justifica muito o cultivo de T. vaginal is, uma vez que onera e atrasa os re
sultados laboratoriais. Um dos meios de cultivo indicado é o de Lash ou o de Feinberg, à base de hiâolizado
de caselna enriquecido com soro.

4.2. Liberação dos laudos

Secreção vaginal ou uretral com pH acima de 5,0, associada à presença de trichomonas móveis no
exame direto à fresco eloo presença de trichomonas coradas pelo Papanicolau, estabelece o diagnóstico la
bJratorial da trichomonlase.

5. CANDIDíASE

Vulvovaginite muito oomum, sobretudo em mulheres grávidas, causada por uma levedura: Cândida ai
bicans. A candidíase pode QCOfTer por transmissão sexual, por contaminação a partir do sistema gastrointes
tinal onde habitualmente é encontrada a levedura.
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5.1. Diagnóstico laboratorial

5.1 1 Esfregaço da secreção vaginal.

Que deverá ser corado pelo Método de Gram ou pelo Método de G.emsa.

5.1.2. Bacterioscopia direta à fresco:.

DIlUIr uma gola da secreção vaginal em uma gota de solução fiSIOlógICa ou KQH a lMo. Cobrir com
laminula e observar ao mlCf'OSCÓPlO 00 aLmento de 4Ox.

5.1.3. Cultura e identificação da espécie:

Q meio mais sImples para crescimento de leveduras é o Sabouraud. A identificação pode ser feita pela
loonação do tubo germinativo e provas complementares, como a de fennenlação e assimilação de carboidra

tos e a produção de clamidosporos em ágar farinha de milho (Iubá).

5.2. liberação dos laudos

A presença de leveduras, fortemente coradas pelo Gram (Gram-positivos) 00 esfregaço vaginal, ou a
observação de estruturas leveduriformes no exame microscópico à fresco, é bastante sugestivo de
candidíase

Na impossibilidade do laborátono posSUIr recursos para realIZação de provas complementares maiS apu
radas, que IdentIficarão a C. albicans e grande vanedade de leveduras, recomenda-se a seguinte prova para
observação do tubo gemllnatlvo:

• retirar uma porção de l.rTla colóma Isolada de levedura, utilIZando alça bactenológlCa;
• suspender em 0,5011 de soro humano ou de coelho, em tubo de ensaKl. Homogeneizar;
• Incubar o tubo a 379C por 3 horas, no máximo;
• retirar uma gota da suspensão levedura - soro e colocá-Ia sobre uma lâmina limpa Cobnr com Iami·

nula;
• observar ao microscópIO (aumento de 4Ox) a presença de tubo germinativo característico de C. albi

canSo
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6. DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DAS DST CAUSADAS POR Chl.mydi.lr.cham.li.

As clamídias, atualmente. ClélSSlficadas como bactérias, sao parasitas obfigalónos de cétulas eucariótl6

cas(5). Nilo possuIndo certos composlOS envolvIdos na produção de energIa, dependem do aparato energéll
00 da célula hospedeira para o desenvolvimento do seu ctclo biológICO.

Podemos identificar duas formas distintas nesse Ciclo: o corpúsculo elementar (CE) e o corpúsculo reti
cular (CR). O CE, com 0,3.,. de dlametro, é a forma infectante e que resiste ao meio extracelular. Ao penetrar
na célula, ele se diferencia em CA (11L de diâmetro), que é a forma replicativa e metabolicamente ativa Ao
se dividir o CR dá origem a outros corpüsculos reticulares que posteriormente se diferenciarão em corpúscu
los elementares. O CA é a forma estritamente intracelular e nao infectante. As inclusões inlracitoplasmáticas
correspondem aos conjuntos de partículas do ciclo biológico da clamídia(7).

Diferentes sorotipos de Chlamydia trachomalis estão relacionados com o linlogranuloma venéreo e
outras afecções genilCHJnnánas e oculares, sendo os agentes mais importantes na ellologia das uretrites não
plOCÓCicas no homem(6). Na mulher, estão relacionados pnncipalmente às cervicites(3), endometriles,
doença Inflamatória pélvica e suas complicações. Na gravidez, as infecções por c1amídia podem c0mprome

ter a Integridade do concepto, causando conjuntivite de Inclusão, pneumonia e outras Infecções do trato res
plratóno( 1).

Isolamento e Cultura

Pelas suas exigéncias energéhcas, as c1amídlas não podem ser Q.Jlllvadas em meios artlfici8ls, sendo
Impresclndivel a UllllZação de SiStemas VIVOS, tais como linhagens continuas de células.

A técmca de isolamento e Q.lItura é o teste mais sensivel e específico pata o dlagnóstl(X) das Infecções
por Chlamydia trachomatis{2~ exigIndo uma infra-estrutura laboratorial para o cultivo de células. É por is
so que os laboratórios de virologla têm, em geral, melhores condições de realizar esta técnica do que os la
boratónos de bacteriologia.

Desde a colheita do matenal clinico com "swab~ de aluminio com ponta de algOOão, até a inoculação
em monocamadas de células McCoy tralados com 5-lado 2«jeoxluridlna, CUidados devem ser tomados para
que o matenal colhido e passado para o meio de transporte (meio mínimo de Eagle modificado, com soro fe
tal bovino 5-10%, gentamicina 2O,...glml, vancomicina 10....glml e fungizona 2,5,...gJml) seja acondicionado em
gelo e que não ultrapassem 12 horas entre a colheita e a Inoculação. Para armazenar as amostras, na im
possibilidade de inoculá-Ias Imediatamente, é necessáriO mant&las rongeladas a -7rfJC.

DepoIS de Inoculadas com o matenal clínico, as mooocamadas são centnfugadas por 1 hora a 2.000+g,
a temperatura ambiente.
~ a Incubação a 379C por 48 horas. as monocamadas são fixadas pelo metanol por 10 minutos e

podem ser coradas pelo Glemsa, iodo ou por corantes lmunofluorescentes (conJugados), para a pesqUisa das
ncIUSÕEIS que C01'espondem a ooI6n!as Intracltoplasmáhcas de C. trachomatls.

Os preparados corados pelo GtemS3, quando examInados em moaoscópto de campo escuo perrmlem
identificar as inclusões como estruturas alaranjadas ou amarelas brilhantes num fundo azulado.

Pela coloração com o iodo (lugof), as inclusões contendo gllcogénKJ se coram de castanho esaxo, c0n

tra um fundo amarelo. sendo examinadas em miaoscóplO comum de campo claro.
Na técnica de llnunolluorescéncia indireta os preparados são incubados em câmara ümlda com um soro

<I"ltH:lamidla, por 30 minutos a 379C, depois lavados com PBS, Incubados (30 mln/379C) com um conjugado
antl-Imunoglobulinas espécie-específico, diluído em azul de Evans; após serem lavados novamente com o
PBS, os preparados são montados com glicenna tamponada (pH 9,6) e examinados em microscópio de fluo
rescência. As inclusões aparecerão como massas justanucleares fluorescentes, amarelo-esverdeadas, contra
um fundo escuro ou avennelhado.
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Sorologia

Os testes sorológicos paTa o diagnóstico das infecções por clamidia têm valor limitado. Os anticorpos
séricos persistem por longos períodos e a detecção de antiCOfPOS numa única amostra de soro de um pacien
te pode indicar apenas exposição prévia ao microorganismo. Soros pareados são difíceis de se obter, porque
as infecções podem ser, freqüentemente, assintomáticas ou ter um longo período de incubação. Populações
de alto risco têm altos índices de cicatriz sorológica e nas cHnicas de DST são detectados antiCOfPOS em cer
ca de 25% dos homens e 6(}70% das mulheres, dos quais não havia sido isolada a clamídia(2).

O teste sorológico mais utilizado é a imunofluorescência indireta Este teste tem maior valor para estu
dos soroepidemiológicos.

Exames diretos do material clfnico

O exame direto de raspados de conjuntiva para a identificação das inclusões de clamfdia é um método
tão sensível quanto o isolamento, para o diagnóstico das infecções oculares no recém-nascido.

O exame direto do material genital para o diagnóstico das infecções por clamídia tem valor limitado(2).
Para o exame direlo é preparada uma lâmina do material clínico que pode ser corada e examinada mi

aoscopicamente paTa a pesquisa das inclusões. As colorações mais amplamente usadas são a de Giemsa e
a imunofluorescência Entretanto, estas técnicas variam em sensibilidade e aplicabilidade, devendo ser utili
zadas com extremo cuidado.

O exame citopatológico de esfregaços acto e endocervicais corados pelo método de Papanicolau tem
sido utilizado para o diagnóstico das cervicites por C. trachomatis. A técnica é pouco sensível, devendo ser
usada apenas como um método de diagnóstico presuntivo para confirmação por outras técnicas mais sensí
veis, tais como a imunofluorescência direts, usando antioorpos monoclonais, a técnica de imunoperoxida
se(4) ou o isolamento em cultura celular.
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