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RESUMO

Métodos tradicionais para o diagndstico de enteroinfec¢des causadas por patégenos
bacterianos dependem do isolamento e identificacdo dos micro-organismos através
do cultivo e da realizacdo de inUmeras provas fenotipicas como testes bioquimicos e
sorologicos. Estas abordagens metodologicas além de demoradas apresentam
limitacdes relacionadas a sensibilidade e especificidade, principalmente no caso de
bactérias fastidiosas ou de crescimento mais lento. Nas Ultimas décadas o emprego
de métodos independentes de cultivo, como por exemplo as técnicas baseadas na
amplificacdo e analise de &cidos nucleicos, reduziu drasticamente o tempo de
resposta para muitas analises microbiolégicas, e permitiu o desenvolvimento de
protocolos para investigacdo simultdnea de multiplos patdégenos, em larga escala.
Esta revisdo pretende analisar alguns dos principais métodos independentes de
cultivo atualmente disponiveis para identificacdo e monitoramento de patégenos
bacterianos associados as doencas de transmissdo hidrica e alimentar, bem como

sua importancia na atuacao dos laboratorios clinicos e de saude publica.

Palavras-chave: (doenca diarreia aguda, sonda, PCR, sequenciamento,

enteropatdgenos).




ABSTRACT

Traditional methods for the diagnosis of enteric infections caused by bacterial
pathogens rely on the isolation and identification of microorganisms by culturing and
performing numerous phenotypic tests such as biochemical and serological assays.
These methodologies are time-consuming and present limitations regarding to
sensitivity and specificity, especially in the case of fastidious or slower growing
bacteria.

In recent decades, the use independent culture methods, such as techniques based
on nucleic acid amplification and analysis, has dramatically reduced the response
time for many microbiological analyzes and has allowed the development of
protocols for simultaneous investigation of multiple pathogens in large scale. This
review aimed to analyze some of the main culture independent methods currently
available for the identification and surveillance of bacterial pathogens associated with
water and food borne diseases as well as their importance in the clinical and public

health laboratories.

Keywords: (acute diarrhea  disease, probe, PCR, sequencing,

enteropathogens).
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1. INTRODUCAO

A doenca diarreica aguda (DDA) é a segunda maior causa de morte em criancas
menores de cinco anos, embora seja evitavel e tratavel, s6 no ano de 2015 cerca de
500 mil criancas vieram a 6bito em funcdo deste agravo no mundo (TROEGER; et al,
2017). No geral, as doencas diarreicas agudas (DDAs) séao autolimitadas, podendo,
entretanto, evoluir para sindromes extra intestinais com progndsticos desfavoraveis

gque podem incluir o dbito.

O principal veiculo de transmissdo nas DDAs sdo os alimentos e a agua.
Diferentes micro-organismos como bactérias, virus, parasitas e protozoarios podem
causar quadros de DDA. A correta identificacdo do agente etioldgico envolvido em
surtos e casos esporadicos € de fundamental importancia para o manejo clinico dos
pacientes afetados e compreensdo da epidemiologia dos patégenos, permitindo
também a formulagio de estratégias de prevencdo (DIRETORIA DE VIGILANCIA
EPIDEMIOLOGICA, 2007).

O diagnostico da DDA é realizado através de identificacdo do patdégeno, o que no
caso das bactérias envolve metodologias dependentes de cultivo, que sao
consideradas padréo ouro. Tais técnicas sdo de grande importancia para a completa
caracterizacdo do agente, porém apresentam desvantagens, sendo a principal delas
o longo tempo para a liberacdo do resultado. A partir da década de 80 surgiram
novas metodologias independentes de cultivo que utilizam ferramentas da biologia
molecular como fundamento. A ampla utilizacdo destas técnicas modificou
positivamente o cenario de diagndstico das DDAs, acarretando em diversos

beneficios para o tratamento do paciente e para Saude Publica.



2. OBJETIVO

Realizar uma breve revisdo da literatura sobre o0s principais patdogenos
bacterianos associados as DDAs, bem como as técnicas independentes de cultivo

atualmente empregadas para identificacdo e caracterizacao de enteropatégenos.



3. MATERIAIS E METODOS

Foi realizada uma pesquisa bibliografica compulsando artigos cientificos do
PubMed e dados disponiveis no Ministério da Saude, por midia eletronica, desde a
década de 80 até o ano de 2019.



4. Referencial te6rico
4.1 DOENCA DIARREICA AGUDA

A doenca diarreica aguda (DDA) é uma sindrome clinica que se caracteriza pelo
aumento no nimero de evacuac0des diarias em relacdo ao habito intestinal normal do
individuo, com fezes aquosas ou de pouca consisténcia, que podem ainda conter
sangue ou muco. Além deste que é o principal sintoma, as diarreias ou
gastroenterites também podem acarretar nauseas, episodios de vomito, febre, e dor
gastro-abdominal, a principal complicacdo gerada € a desidratacdo que pode levar a
morte. Em um quadro tipico considera-se que o periodo de duracdo dos sintomas
da DDA, pode variar de 2 a 12 dias. Entretanto, em alguns casos as manifestacdes
clinicas podem prolongar-se por mais de 14 dias, caracterizando a partir do 14° dia
um quadro de diarreia cronica (DIRETORIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA,
2007).

Estima-se que no ano de 2015 as DDAs acometeram no mundo mais de 2,3
bilhdes de individuos (GBD 2015 Disease and Injury Incidence and Prevalence
Collaborators) e causaram a morte de cerca de 500 mil criangas menores de cinco
anos, e 1,3 milhdo de pessoas de todas as idades, j4 no Brasil, segundo 0 mesmo
estudo, cerca de 1,8 mil criancas menores de cinco anos e 6,3 mil pessoas de todas

as idades morreram por tal doenca (TROEGER; et al, 2017).

Segundo o Ministério da Saude, no mesmo ano de 2015 4,2 milhdes de pessoas
foram afetadas em todo Brasil, incidéncia essa que varia de acordo com 0s anos, de
acordo com o grafico abaixo é possivel verificar que a média dos Ultimos anos é de 4
milhdes, porém esse nimero é variavel (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).
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Grafico 1 — Incidéncia de DDA no Brasil.
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Fonte: Ministério da Saude, 2018.

As DDAs tém como principal fator de risco a ingestdo de &gua e alimentos
contaminados com fezes humanas ou animais, tal fator esta relacionado com a falta
de higiene e saneamento basico. Os numeros citados podem ser considerados
alarmantes, uma vez que as DDAs podem ser prevenidas através da adocdo de
medidas de saneamento ambiental e higiene pessoal, e podem ser tratadas de
forma adequada se o diagndstico for rapido e eficiente, tais medidas sdo essenciais
para reduzir a mortalidade (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

A nédo garantia da seguranca microbiolégica de alimentos e agua destinada ao
consumo humano é um dos fatores fortemente associados ao impacto negativo das
DDAs, sendo este quesito de controle mais dificil, a depender de legislacdo e
mecanismos de fiscalizacdo e controle, que variam amplamente de um pais para o
outro (DIRETORIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2007).

A intensidade dos sintomas, 0 prognostico e as possiveis complicagfes e/ou
sequelas que podem ser desencadeadas devido a um quadro de gastroenterite
dependem fundamentalmente do agente etioldégico e do estado de imunidade do
paciente. Quadros clinicos associados as DDAs podem variar desde formas

brandas de diarreia até manifestacdes exacerbadas como a colite hemorragica ou a
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disenteria bacilar. Sindromes extras intestinais potencialmente graves como a
Sindrome Hemolitica Urémica (SHU), e a Sindrome de Guillain-Barré, destacam-se
dentre as possiveis complicacdes associadas a um quadro de DDA e podem levar
ao Obito ou a sequelas permanentes (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

4.2 AGENTES ETIOLOGICOS

Diferentes agentes etioldégicos, como bactérias, virus e parasitas estado
associados aos quadros de diarreia. Segundo o estudo Global Burden of Disease
Study, feito por Christopher Troeger e colaboradores, os virus, especialmente os
rotavirus, sdo os principais causadores de casos de DDA em todo mundo.
Entretanto, embora as diarreias por virus sejam mais frequentes, as DDAs de
etiologia bacteriana tendem a apresentar quadros clinicos mais graves e com maior
taxa de letalidade. Sete sdo os agentes bacterianos de importancia epidemiolégica
nas DDAs: Escherichia coli, Shigella spp., Salmonella spp. Campylobacter spp.,

Aeromonas spp., Yersinia enterocolitica e Vibrio cholerae.
4.2.1 Escherichia coli

E. coli € o anaerdbio facultativo mais abundante da microbiota gastrointestinal de
diversas espécies de mamiferos de sangue quente. A maioria dos clones de E. coli
apresenta uma relacdo de comensalismo com seu hospedeiro, entretanto, uma
pequena proporcao destes pode tornar-se patogénica através da aquisicdo de genes
de viruléncia, por meio de mecanismos genéticos como conjugacéo, transformacao
e transducdo fagica (MURRAY, et al., 2009). A estes clones patogénicos da-se a
denominacéo de E. coli diarreiogénica (DEC). Atualmente as cepas de DEC sao
classificadas em patotipos distintos, uma vez que o conhecimento acumulado ao
longo dos anos sobre as DEC foi capaz de demonstrar que as estratégias de
viruléncia empregas por estes patdogenos para agredir o hospedeiro sdo diversas e
apresentam em algumas situacdes especificidades genéticas e epidemioldgicas.
S&o reconhecidos seis patotipos de DEC: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli produtora de
toxina Shiga (STEC), E. coli enteroinvasora (EIEC) e E. coli Difusamente Aderente
(DAEC) (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015). A importancia clinica e epidemiolégica do
patotipo DAEC ainda nao esta totalmente estabelecida, de modo que para fins de
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diagnostico e vigilancia este grupo ndo é considerado na maioria dos inquéritos

realizados.

4211 EPEC

O termo EPEC define cepas de Escherichia coli que possuem a capacidade de
induzir na mucosa intestinal uma lesédo histopatolégica denominada leséo attaching
and effacing (A/E). Além disso, atualmente a definicho de EPEC preconiza que a
cepa considerada deve ser também desprovida da capacidade de produzir as
toxinas Shiga (Stx), caracteristica esta que define o grupo das STEC, no qual alguns
sorotipos podem também expressar o fenétipo A/E (TRABULSI; ALTERTHUM,
2015).

A lesédo A/E ocasiona a eliminacdo das microvilosidades intestinais devido a
aderéncia intima da bactéria a membrana do enterécito (célula intestinal), levando a
distirbios na absorcdo de nutrientes e a um processo inflamatério local que
culminam com o quadro de diarreia. (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015). Muitos
estudos foram necesséarios para que se pudesse compreender o complexo
mecanismo molecular envolvido neste fenétipo. Do ponto de vista genético mais de
30 genes localizados principalmente em ilhas de patogenicidade estdo associados a
lesdo A/E, entretanto o gene eae pode ser considerado um dos mais importantes, e
€ atualmente o marcador genético de escolha para o diagndstico laboratorial das
EPEC.

EPEC é o principal agente bacteriano causador de diarreia em criangas menores
de dois anos de vida em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009). As infeccbes por este patotipo podem
ser potencialmente fatais em lactentes. (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

4212 EAEC

O termo EAEC relaciona-se a cepas de E. coli que possuem a capacidade de
expressar o0 padrao de adesdo agregativa (AA) gquando em contato com células
epiteliais cultivadas in vitro, como as linhagens HelLa e Hep-2 (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2015). No fendtipo AA, além de aderirem as células intestinais as
bactérias unem-se umas as outras, lembrando tijolos empilhados, o que levou ao

uso do termo “stacked bricks” em referéncia as EAEC. A patogénese das infecgdes
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por EAEC tem como elemento central a capacidade de adesao bacteriana.
Entretanto, a producao de enterotoxinas também possui uma participa¢do no quadro

clinico da doenca.

O fendtipo AA favorece a persisténcia bacteriana no organismo hospedeiro, 0
que faz com que individuos portadores de EAEC possam apresentar diarreia
cronica. Em pacientes portadores do virus HIV em particular as infec¢des por EAEC
podem adquirir um carater de cronicidade importante do ponto de vista clinico.
Embora inicialmente as EAEC ocorressem em maior frequéncia em paises em
desenvolvimento, atualmente o grupo ja € apontado como um importante agente de
diarreias em paises desenvolvidos. Desta forma, as EAEC sdo consideradas
enteropatégenos emergentes em todo mundo. Ha estudos conduzidos
recentemente que vém implicando as EAEC em casos de infec¢des no trato urinario,
especialmente em mulheres. (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

42.1.3. ETEC

O termo ETEC refere-se a cepas diarreiogénicas de E. coli que possuem a
capacidade de produzir as enterotoxinas termolébil (LT) e termoestavel (ST). As
ETEC séo consideradas um dos principais agentes causadores de diarreia em
paises em desenvolvimento, especialmente em paises do sudeste asiatico e em
alguns paises da Africa. Atribui-se as ETEC também a posicdo de principal agente
causador da chamada diarreia do viajante, que acomete adultos residentes de
paises desenvolvidos que viajam para paises em desenvolvimento onde a
ocorréncia da bactéria € endémica (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

A patogénese das infeccbes por ETEC envolve a colonizacdo do intestino
delgado através de estruturas bacterianas denominadas fatores de colonizagéo.
Apés este evento, a bactéria passa a liberar as toxinas LT e ST, que irdo atuar e
causar um profundo desequilibrio no transporte de ions na célula intestinal, levando
a perda de agua para o lumen do intestino. Este fato ir4 ocasionar a diarreia que é
predominantemente aquosa, com apresentacdo clinica muito semelhante a diarreia

relacionada a coélera.

A diarreia por ETEC requer um manejo rapido do quadro clinico, pois a perda de
liquidos pode ser severa levando rapidamente a desidratacdo profunda. Um recente
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estudo reportou que as ETEC sao a principal causa de diarreia de gravidade
moderada a severa com risco de morte em criangas menores de cinco anos de vida
(PIRES; et al, 2015).

42.1.4. STEC

O termo STEC define cepas diarreiogénica de E. coli que possuem a capacidade
de produzir as toxinas de Shiga (semelhante a toxina produzida pela Shigella
dysenteriae); o termo Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) € empregado
atualmente para designar um subgrupo das STEC composto pelos sorotipos mais
virulentos, associados a quadros clinicos graves com complicagdes extra intestinais.
A capacidade de producdo das toxinas Stx pode ser considerada o principal
mecanismo (embora ndo o Unico) na patogénese das infeccbes por STEC. As cepas
de STEC estédo ligadas a um amplo espectro de doencas em humanos, causando
desde uma diarreia autolimitada leve, até diarreias sanguinolentas severas como a
colite hemorragica (CH), que pode evoluir para manifestacbes extra intestinais
graves como a Sindrome Hemolitica Urémica (SHU). Esta sindrome se caracteriza
por faléncia renal aguda, distirbios de coagulacdo e anemia hemolitica micro
angiopéatica. A SHU pode ser letal em 5 a 10% dos casos ou deixar sequelas

permanentes.

As STEC representam o patotipo de maior importancia epidemiolégica
atualmente dentre os patotipos de DEC. Isto se deve ao fato de que além destes
patdgenos possuirem a capacidade de causar doencas muito graves e debilitantes,
eles estdo associados a cadeia alimentar produtiva, uma vez que animais bovinos,
dos quais os humanos consomem amplamente a carne e o leite, constituem
reservatérios naturais para estas bactérias. Questbes de ordem econdmica
envolvendo perdas no setor agropecuario estdo associadas ao patotipo STEC, o que
faz com que estes patdgenos representam um grande problema para a Saude
Plblica em muitos paises (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

42.15. EIEC

O termo EIEC define cepas de Escherichia coli que possuem a capacidade de
invadir as células da mucosa intestinal. Esta propriedade invasora pode ser

observada em modelo animal de ceratoconjuntivite empregado em cobaias, tendo
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sido este teste por muitos anos o Unico disponivel para a identificacdo da bactéria.
EIEC é um importante agente de diarreia tanto em criangas como em adultos.
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2015). Sua ocorréncia é universal e frequentemente o
patégeno é implicado em grandes surtos.

A diarreia produzida por EIEC ocorre devido multiplicacdo bacteriana no
ambiente intracelular, o que elicita uma forte resposta inflamatéria por parte do
organismo do hospedeiro. Este mecanismo de defesa € também responsavel por
danos histopatolégicos na mucosa intestinal e estd associado a producdo de
sintomas de forte intensidade, e em muitos casos febre e prostracdo. (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2015).

4.2.2 Shigella

O género Shigella compreende quatro espécies distintas: S. dysenteriae, S.
flexneri, S. boydii e S. sonnei, (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

As espécies de Shigella causam uma doenca denominada shigelose, de modo
semelhante a patogénese das infeccdes por EIEC. (TRABULSI; ALTERTHUM,
2015). A Shigella e a EIEC sdo patdgenos altamente relacionados, e por este motivo
em muitas situacbes ndo podem ser diferenciadas, nem mesmo por técnicas
moleculares, uma vez que o conteudo genético destas bactérias apresenta uma
homologia superior a 90%. A diferenciacdo se da apenas por extensas baterias de
testes bioquimicos através dos quais € possivel a deteccdo do fendtipo
patoadaptativo para o qual a Shigella é positiva e a EIEC nédo (CDC, 2018).

Assim como a EIEC, a Shigella € de ocorréncia universal, acometem tanto
criancas como adultos e podem estar associadas a grandes surtos de diarreia. Um
aspecto importante relacionado a este patdgeno € que a Shigella vem se tornando
cada vez mais resistente aos antimicrobianos, o que pode futuramente trazer

problemas para o tratamento das infecgfes por este patdogeno (CDC, 2018).

4.2.3 Yersinia enterocolitica

Embora o género Yersinia compreende 18 espécies, as principais,
patogénicas ao homem, séo: Y. pestis e Y. enterocolitica. A Y. pestis é 0 agente da

peste bubdbnica, ja a Y. enterocolitica causa uma forma autolimitada de
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gastroenterite (yersiniose). A viruléncia das espécies esta relacionada com o
plasmideo pYV, responsavel pela codificacdo de diversas proteinas capazes de
conferir a bactéria a capacidade invasora e de resisténcia ao sistema imune do
hospedeiro mas a Y.enterocolitica € a Unica capaz de produzir a enterotoxina
denominada Yst (Yersinia stable toxin), codificada pelo gene Yst (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2015).

A diarreia causada por ambas as espécies pode conter leucdcitos e sangue, e
€ associada a dor abdominal e febre, sendo considerada uma doenca autolimitada,
que dura em média 14 dias (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

4.2.4 Campylobacter

O género Campylobacter compreende 25 espécies, entretanto duas destas
acometem mais frequentemente o homem: C. jejuni e C. coli, afetando
principalmente criancas e jovens adultos. Em paises desenvolvidos atualmente a
ocorréncia de surtos de campilobacteriose vem sendo frequentemente relatada,
indicando que este patégeno pode ser considerado emergente. (MINISTERIO DA
SAUDE, 2011).

A patogenia da diarreia causada por Campylobacter foi mais bem estudada em
C. jejuni, e costuma ser autolimitada, com duragdo média de sete dias. O
mecanismo exato de atuacdo da bactéria ndo esta satisfatoriamente esclarecido,
embora os achados experimentais indiqguem que um forte processo inflamatério
ocorre na mucosa intestinal em funcdo da presenca bacteriana, sugerindo uma
capacidade invasora. Pacientes imunocomprometidos podem desenvolver a
Sindrome de Guillain-Barré (GBS), um distirbio autoimune grave que afeta o
sistema nervoso e gera fraqueza muscular, podendo levar a sequelas permanentes
e significativa perda da qualidade de vida em individuos afetados (MINISTERIO DA
SAUDE, 2011).

Campylobacter jejuni subespécie jejuni é considerada a espécie mais virulenta
por apresentar, além de uma provavel capacidade invasora, maior resisténcia a
fagocitose. A diarreia por esta espécie tende a ser mais grave (MINISTERIO DA
SAUDE, 2011).
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425 Salmonella

As espécies de Salmonella patogénicas para o homem sdo taxonomicamente
divididas em duas: S. entérica e S. bongori, porém a nomenclatura mais utilizada &
baseada em sorovares, e o0s principais sdo: S. Typhi, S. Paratyphi, S. Typhimurium,
S. Dublin, e S. Enteritidis (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

A patogenicidade do género estad relacionada a diversos mecanismos de
viruléncia que permitem a invasao celular, producéo de citotoxinas e enterotoxinas, e
gue podem acarretar em infec¢des sistémicas como a febre tifoide, febre entérica e
gastroenterites (salmonelose) moderada, sem presenca de sangue ou sangue oculto
nas fezes, podendo ser acompanhada de febre e colica abdominal (MINISTERIO DA
SAUDE, 2011).

4.2.6 Aeromonas

O género Aeromonas é dividido em diversas espécies, porém as principais,
patogénicas para o homem sao: A. hydrophila, A. caviae e A. veronii bv. sobria
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

A patogenicidade do género esta relacionada a diversos fatores de viruléncia
como os flagelos, pili, capsula, proteinas de membrana externa, além da producéo
de substancias extracelulares (enterotoxinas, hemolisinas/aerolisinas, citotoxinas,
DNAses, elastases, lecitinases, amilases, proteases e lipases) que acarretam em
infeccbes de pele, sepse, infecgbes extra intestinais, e gastroenterite (TRABULSI,;
ALTERTHUM, 2015). A gastroenterite é autolimitada com diarreia sem sangue nas
fezes, ou presenca de sangue e muco em casos mais graves, que pode ser
acompanhada de febre, dor abdominal, nausea e vomito, que pode durar de 2 a 10
dias (TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).

4.2.7 Vibrio

O género Vibrio tem como sua principal espécie representante o V. cholerae,
bastonete levemente curvo, que possui flagelo polar e causa a colera (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2017).

A patogenicidade do V. cholerae esta relacionada com a producdo da toxina

colérica (CT) e com o fator de colonizacdo TCP (toxin co-regulated pilus). Essa
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toxina gera diarreia profusa, sem muco ou sangue, podendo apresentar aspecto
riziforme (“agua de arroz”) que pode ser acompanhada de vémitos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010).

A diarreia e vomito sdo as manifestacbes mais frequentes, e podem ser
acompanhadas de febre, em 90% dos casos o0s sintomas séo leves, porém em 10%
a diarreia € aquosa, abundante e incoercivel, tal perda de &gua e eletrolitos
corporais, causada pela ligacdo da CT a superficie de enterdcitos, pode levar a
desidratacdo severa, acidose, colapso circulatério e a morte (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010).

4.3Métodos de identificacdo de enteropatdégenos

Os enteropatdégenos bacterianos citados envolvidos em surtos e casos
esporadicos de diarreias/gastroenterites podem ser pesquisados através de métodos
fenotipicos tradicionais, que sdo métodos de referéncia e obrigatoriamente requerem
a cultura de material clinico para isolamento da bactéria, ou através de metodologias
independentes de cultivo, que empregam ferramentas moleculares (PEREIRA,
PETRECHEN, 2011).

4.3.1. Métodos dependentes de cultura

A cultura consiste no crescimento de determinado micro-organismo em um meio
gque apresenta condi¢cOes suficientes para o seu desenvolvimento, necessitando de
um meio adequado para as necessidades de cada enteropatdgeno. Tal técnica
permite o isolamento do possivel agente etiolégico frente a uma cultura mista, apos
dois repigues para confirmar a pureza. A cultura permite a identificacdo de certas
cepas de bactérias, entretanto a maioria requer outras provas para a sua
diferenciacdo, como: série bioquimica com acucares, citrato de Simmons, malonato
de sodio, vermelho de metila (VM), Voges-proskauer (VP), reducdo de nitrato,
producdo de H2S, hidrolise da gelatina, producdo de indol, maotilidade,
descarboxilagéo da lisina, entre outros, a partir da cultura também € possivel realizar
sua caracterizagdo detalhada através da determinacdo de propriedades antigénicas,
e do perfil de susceptibilidade a agentes antimicrobianos, que sdo de fundamental

importancia para a vigilancia epidemiologica (MANDAL, et al., 2011).
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Tais técnicas ao todo demoram em média 10 dias para liberacdo dos resultados,
utilizam diversos meios de cultura e de reagentes para analise bioquimica, em casos
de laboratérios sem automacéao. (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2004). Ja
em laboratérios que necessitam de resultados mais rapidos porque abrangem uma
grande quantidade de exames, e por possuirem maior investimento, tais
metodologias séo realizadas com kits para identificacdo de micro-organismos, que
facilitam o processo (CARBONNELLE, 2011).

Entretanto, todos os métodos citados dependem de cultivo, e apresentam uma
certa sensibilidade e especificidade, sdo de facil interpretacdo, baratos e eficientes,
porém s&o processos lentos que em certas situagdes ndo conseguem recuperar as
células quando estdo estressadas, pois requerem a integridade da bactéria. Em
casos de micro-organismos fastidiosos que exigem grande quantidade de nutrientes,
como as bactérias Campylobacter e Shigella, o que contribui para que a real
prevaléncia de determinados enteropatdégenos seja subestimada, e em casos de
bactérias com o crescimento mais lento, podem gerar um falso negativo, (COCOLIN,
et al.,, 2011). Além de que a extensa série de técnicas torna o processo de
identificacdo trabalhoso e sujeito a erros humanos e a contaminacdo cruzada
(MANDAL, et al., 2011).

4.3.2. Métodos independentes de cultura

Métodos alternativos sdo aqueles considerados independentes do cultivo, e
utilizam ferramentas de biologia molecular para a identificacdo bacteriana, através
da especificidade de genes de viruléncia contidos nos &cidos nucleicos. Estas
metodologias surgiram no final dos anos 80, gragas aos avangos na pesquisa que
permitiram elucidar de forma mais especifica 0os mecanismos de patogenicidade
envolvidos na interacéo dos enteropatdgenos bacterianos com o hospedeiro, e quais
genes eram responsaveis pela producdo destes mecanismos. Estes genes foram
mapeados, caracterizados e passaram a ser usados como marcadores laboratoriais
altamente especificos. Desde entdo os métodos moleculares vém revolucionando o
diagnéstico microbiolégico e contribuindo para que o Laboratério de Microbiologia
possa desempenhar de forma cada vez mais satisfatéria o seu papel no
enfretamento de doencas de impacto para a Saude Publica como as doencas de
transmisséo alimentar e hidrica (WATSON, et al., 2015).
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As principais metodologias independentes de cultivo disponiveis atualmente para
o diagndéstico e vigilancia laboratorial dos patdégenos citados incluem (Quadro 1):
técnicas de hibridizacdo de acidos nucleicos, a Reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) e o Sequenciamento de DNA, que engloba tanto o sequenciamento de
Sanger como o0s métodos de sequenciamento de nova geracdo, capazes de
sequenciar em larga escala genomas inteiros de patégenos, incluindo os

enteropatdgenos bacterianos.
4.3.2.1. Técnicade hibridizacao

A técnica de hibridizacdo ou sonda genética deu origem a diversas técnicas,
como o método de Southern Blot, criado por Edwin Southern, e visa a localizacao de
regides especificas do DNA, utilizando sondas marcadas, que sdo sequéncias
conhecidas que hibridizam apenas com a sequéncia de DNA complementar
desejada. Em tal técnica fragmentos de DNA, digeridos por enzimas restritivas, sdo
separados por eletroforese e imobilizados em membrana, sendo esta posteriormente
tratada com a sonda marcada por atomos radioativos, ou por corantes fluorescentes
ou cromogénicos. A sonda que é especifica para o alvo desejado, entdo pareia
apenas na regido de homologia na amostra em andlise, se a regido estiver presente.
(WATSON, et al., 2015).

Em estudo realizado por Danbara; et al, em 1987, ficou evidenciado a
importancia da técnica de Southern Blot para determinar que diferentes linhagens de
E.coli causadora de diarreia, presentes em 10 paises distintos, foram derivadas de
trés clones. Tal ponto é essencial para estudos epidemiologicos e para o controle
adequado da DDA.

Anupama; et al, em 2019, demonstrou que sondas marcadas sdo altamente
sensiveis para identificar e diferenciar cepas patogénicas e ndo patogénicas de
Vibrio parahaemolyticus, sendo, portanto, um ganho em relacdo aos métodos

tradicionais que sédo trabalhosos, demorados e menos sensiveis.
4.3.1 PCR

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction),
desenvolvida por Karry Mullis, € uma técnica que necessita de uma quantidade

infima de amostra de DNA, e consiste na amplificacdo in vitro de regides génicas
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especificas, através da sintese enzimatica, permitindo um resultado qualitativo que é

visualizado apés eletroforese e coloracdo de gel de agarose (ZARA, 2014).

A partir dessa técnica surgiu a PCR multiplex, que possibilita a amplificacdo de
diferentes alvos em uma Unica reacdo através da utilizacdo de diversos primers, que

atuam como pequenas sondas para alvos especificos (ZARA, 2014).

Atualmente existem diversos protocolos de PCR multiplex que visam diminuir o
tempo e o custo do processo de identificacdo de enteropatdgenos como 0s painéis
para diagnéstico de infec¢do gastrointestinal Luminex xTag (GPP), liberado em 2013
pelo FDA (Food and Drug Administration), permitindo identificar simultaneamente
trés virus, trés parasitas, e nove bactérias, em um sistema aberto, que tem como
desvantagem a possivel contaminacao; FilmArray gastrointestinal, liberado em 2014
pelo FDA, permitindo identificar cinco virus, quatro parasitas e 13 bactérias, em um
sistema fechado que evita contaminacao cruzada; e Verigene EP, liberado também
em 2014 pelo FDA, e permitindo identificar cinco bactérias e dois virus, também em
sistema fechado (BINNICKER, 2015).

Segundo Khare; et al (2014), ap6s uma comparacdao entre PCR multiplex e
métodos dependente de cultura, para detec¢cdo de patdgenos gastrointestinais,
notou-se que a PCR possui vantagens pois apresenta especificidade maior que 96%
e a sensibilidade superior a 90%, em relacdo a cultura, além de conseguir detectar

mais precisamente coinfeccao, e de possibilitar um resultado rapido.

Fiedoruk; et al (2015), ao comparar métodos convencionais e moleculares, para
o diagnostico de diarreia em criangas menores de cinco anos no nordeste da
Polbnia, concluiu que a PCR em relacdo a métodos dependentes de cultura,
aumentou a frequéncia geral de deteccdo dos enteropatdégenos bacterianos em

cerca de 4%.

A PCR foi um marco na biologia molecular pois proporciona um fluxo de trabalho
mais simples, detecta coinfec¢do, utiliza uma menor quantidade de amostra,
aumenta a positividade, e por aumentar a especificidade e sensibilidade, e por
proporcionar resultados mais rapidos, permite o tratamento adequado, preciso e

veloz. Devido as vantagens citadas, um estudo realizado por James; et al (2014),
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recomenda a utilizacdo da PCR para estudos epidemioldgicos nas infec¢des por
Campylobacter spp.

4.3.3. PCR em tempo real

A PCR em tempo real (g-PCR) é uma evolucdo da PCR convencional, que
permite resultados qualitativos e quantitativos, a partir do uso de primers e de sonda
complementar a regido alvo do DNA, marcada com uma molécula fluorescente.
Associando a técnica da PCR convencional com um sistema de deteccdo e
quantificacdo da fluorescéncia durante a amplificacdo, é possivel acompanhar o

processo em tempo real (ZARA, 2014).

Segundo Elfving et al (2014), a PCR em tempo real apresenta inuUmeras
vantagens como maior especificidade e sensibilidade, e por gerar um resultado
quantitativo € necessério avaliar o cycle of threshold (CT) de cada patégeno para
diferenciar pacientes assintomaticos e sintoméaticos, e para determinar se tal

patdgeno é responsavel por causar a doenca diarreica aguda.

Eigner (2017), demonstrou que a principal vantagem da técnica é a sua alta
especificidade e sensibilidade, chegando até 100% para deteccdo direta de

Escherichia coli, sendo, portanto, superior a PCR convencional.

A técnica de g-PCR vem contribuindo de forma importante para o diagndstico das
DDAs por ser mais sensivel e especifica, por gerar resultados mais rapidos e por ter
uma menor chance de contaminacao, pois o produto amplificado ndo precisa ser

manuseado.
4.3.4. Sequenciamento

O sequenciamento € uma técnica que tem como finalidade determinar a
sequéncia exata de nucleotideos de uma regido do DNA. A principio era realizado
através do meétodo de degradacdo quimica, e posteriormente Sanger, et al.,
desenvolveram o método de terminacdo de cadeia, seguido do pirosequencimento,

sequenciamento por sintese e sequenciamento enzimatico (CULLUM, 2011).

Atualmente surgiram novas metodologias, conhecidas coletivamente como
sequenciamento de nova geragdo (NGS- Next Generation Sequencing). Tais

técnicas sao desenvolvidas automaticamente, e possuem caracteristicas
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semelhantes, como: realizam multiplos sequenciamentos ao mesmo tempo, tornam
a interpretacdo mais simples, rapida e menos custosa (CULLUM, 2011). O principal
diferencial das técnicas de sequenciamento de nova geracdo em relacdo ao
sequenciamento de Sanger reside na alta capacidade de processamento de dados,

0 que permite um genoma inteiro possa ser identificado em cerca de 48/72 horas.

Nobrega (2012), ao realizar um estudo comparativo de identificacdo bacteriana
por métodos fenotipicos como provas bioquimicas e por sequenciamento, constatou
que o0 sequenciamento permitiu a identificacdo correta de 97% das bactérias,
enquanto bioquimicamente apenas 70,5% foram identificadas, indicando assim o

aumento da sensibilidade e especificidade.

O sequenciamento € uma metodologia que possibilita um resultado
extremamente preciso para diagnosticar as DDAs, e comparar microrganismos
envolvidos em surtos. Com o surgimento das técnicas de nova geracao melhorias
essenciais para o uso da técnica de sequenciamento em rotina estdo aos poucos
sendo implementadas e o resultado tem sido um expressivo aumento na deteccéo e
caracterizacdo detalhada de patégenos e rastreamento de surtos (WATSON, et al.,
2015).

Caracteristicas
Técnica Rapidez Resultado | Resultado | Sensibilidade/ 5:’:; ::: Custo
P quantitativo | qualitativo | Especificidade o
nacao
Dependente de Lento Nao Sim Moderada Alto Baixo
cultura
Southern Blot | Moderado Nao Sim Alta Moderado | Moderado
PCR Moderado Nao Sim Alta Moderado | Moderado
PCR em tempo , . ) : Moderado
vonl Rapido Sim Sim Alta Baixo a Alto
seq”e‘t‘:'ame" Répido Nzo Sim Alta Baixo Alto

Quadro 1 — Principais caracteristicas das técnicas utilizadas para diagnostico
das DDAs.

As metodologias dependentes de cultura sdo essenciais para caracterizacao de
enteropatogenos e ainda sao consideradas o padrdo ouro para identificacdo de

diversas bactérias, em alguns casos s € possivel diferenciar géneros ou espécies



24

atraveés de testes bioquimicos, como a Shigella e a EIEC. Porém devido a resultados
demorados, menos sensiveis e especificos, sujeitos a contaminacdo e a erro
humano, surgiu a necessidade de desenvolver novas técnicas para identificacéo

bacteriana.

Tais técnicas foram denominadas de métodos alternativos independentes de
cultura, que teve inicio com o surgimento das sondas de DNA, PCR e suas
variantes, e sequenciamento, todas as técnicas permitiram resultados mais
sensiveis, especificos, rdpidos e confidveis, que acarretam em um tratamento eficaz
e veloz do paciente, e na contengdo da disseminacao da bactéria, além de permitir a
identificacdo de bactérias que ndo sdo cultivaveis, ou que a identificacdo s6 é

possivel por biologia molecular.

Ja existe um relato de que avaliando como um todo, quantidade de dias que o
paciente fica internado, medicamentos utilizados, e técnicas realizadas, os métodos
alternativos como PCR e PCR em tempo real, mesmo sendo mais custosos que 0s
tradicionais, saem mais baratos (BINNICKER, 2015). Porém ainda nao foi realizado
nenhum estudo avaliando e comparando o custo efetivo entre técnicas dependentes
e independentes de cultura, mesmo sabendo que tal informacéo é essencial para a
Saude Publica, pois além de proporcionar resultados mais rapidos e precisos, se

bem utilizadas as novas metodologias podem diminuir 0s custos com a saude.
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5. CONCLUSAO

As metodologias citadas sdo fundamentais para o diagndéstico de diversas
doencas, porém ainda necessitam de melhorias, pois algumas ndo sao
automatizadas, possibilitando erro humano e contaminacgéo, todas precisam de um
conhecimento prévio da regido a ser analisada, e a presenca de inibidores ainda &
um grande problema na execuc¢do. Porém é notéria a evolugdo da biologia molecular
desde a década de 80 em relacdo a identificacdo de enteropatdgenos,
proporcionando resultados mais r4pidos, especificos e sensiveis que as técnicas
dependentes de cultivo, o que é fundamental para o diagnéstico agil das doencas
diarreicas agudas e para realizacdo de um tratamento adequado, que pode diminuir
significativamente o numero de mortes por DDA, pois como citado, as DDAs
causaram, s6 em 2015, a morte de 1,3 milhdo de pessoas no mundo, evoluindo de
diarreia autolimitada leve para diarreia crénica ou outras sindromes extra intestinais

gue podem levar a morte.
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