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RESUMO

Apesar do termo bioterrorismo ter ficado mais conhecido mundialmente apds o caso ocorrido
com esporos de Bacillus anthracis nos EUA em 2001, a utilizacdo de patdgenos como arma biolé-
gica ja estava presente ao longo da histéria, mesmo que de forma rudimentar. Os agentes mais
visados no bioterrorismo séo classificados pelo Center for Disease Control and Prevention (CDC)
americano de acordo com a prioridade e facilidade de disseminacdo na populacdo. Os ataques
intencionais podem ter grande impacto na populacdo mundial, prejudicando a economia e sad-
de puUblica caso ndo haja infraestrutura e preparo dos paises para identificar um surto e enfrentar
o alastramento de doencas. O avanco da ciéncia permitiu ndo somente o desenvolvimento de
novas técnicas de deteccdo, mas também a manipulagdo de microrganismos. Este trabalho des-
creve como vem sendo abordado o bioterrorismo através da histéria até os dias atuais, e quais
s@o as principais tecnologias utilizadas para deteccdo de um possivel ataque, para que se possa
haver um planejamento estratégico de combate por parte do governo e sistemas de sadde.
Palavras-chave: Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR); Sequenciamento Paralelo Massivo;
Genoma Bacteriano.

ABSTRACT

Although the term bioterrorism became more known worldwide after the case of Bacillus anthracis
spores in the USA in 2001, the use of pathogens as a biological weapon has been present throu-
ghout history, even if in a rudimentary way. The most targeted agents in bioterrorism are classified
by the Center for Disease Control and Prevention (CDC) according to the priority and ease of disse-
mination in the population. Intentional attacks can have a major impact on the world population,
affecting the economy and public health if there is no infrastructure or countries are unprepared
to identify an outbreak to prevent the spread of the diseases. The improvement of science allowed
not only the development of new detection tfechniques, but also the manipulation of microorganis-
ms. This work describes how bioterrorism has been approached throughout the history, and which
are the main technologies used to identify a possible attack, to build a strategic plan by the gover-
nment and health systems.
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1.INTRODUCAO

O Bioterrorismo é definido como a liberacdo intencional e planejada de agentes pa-
tfogénicos ou toxinas em uma determinada populacdo. Acgdes bioterroristas utilizam agentes
bioldgicos capazes de promover grandes epidemias, instaurar pdnico na populacdo e sobre-
carregar os sistemas de saude, geralmente motivadas por razdes politicas (FRISCHKNECH, 2003;
MORSE; BUDOWLE, 2006).

J& na guerra bioldgica, as acdes estdo mais ligadas a uma ofensiva militar, com objetivo
de debilitar o oponente para evitar um contra-ataque, assim como adoecer ou matar o maior
ndmero possivel de pessoas da populacdo e forcas armadas, plantacdes e animais de pecud-
ria (CARDOSO; CARDOSO, 2011; CASHMAN, 2008).

Os agentes que representam grande ameaca & salde publica podem ser utilizados
como armas bioldgicas. Casos isolados de doencas, surtos naturais e até mesmo a dispersdo
intencional desses agentes tem influéncia na seguranca de um pais e até mesmo na popula-
¢do mundial (WHO, 2004).

Os agentes mais visados para serem utilizados como arma bioldgica sdo principalmente
aqgueles que fem transmissdo pessoa-pessoa, podem ser cultivados, sdo de facil manipulacdo,
tem estabilidade no ambiente, facil disseminacdo, alta taxa de morbidade e mortalidade e a
inexisténcia de diagndstico e medidas terapéuticas da doenca (HENDERSON, 1999), podendo
ser dispersos pelo ar, comidas contaminadas, em pd ou via vetores artropodes (MORSE; BU-
DOWLE, 2006).

As caracteristicas que dividem os microrganismos relevantes d sadde publica em grupos
de risco sdo semelhantes ds do bioterrorismo. Os principais pontos levados em consideracdo,
segundo a OMS, sdo a viruléncia do patdgeno e severidade da doenca, capacidade de cau-
sar doenca em humanos €/ou animais, meios de transmissdo e disponibilidade de prevenc¢do,
fratamento ou contencdo (WHO, 2004).

Esta revisdo tfem como objetivo descrever a abordagem do bioterrorisso através da his-
toria até os dias atuais, e quais as principais tecnologias usadas para deteccdo de um possivel
ataque, visando um planejamento estratégico de combate, por parte do governo e sistemas
de sadde.

2. ARMAS BIOLOGICAS

As armas bioldgicas sdo umas das mais perigosas dentre aquelas que tém como objetivo
a destruicGo em massa, como as armas quimicas e nucleares. Os sistemas governamentais
geralmente estdo mais preparados para uma resposta a essas duas Ultimas, pois seus efeitos e
disseminacdo sdo percebidos em um menor periodo de tfempo, como por exemplo, NOs CAsOSs
de incéndio, os quais logo se tém sinais de fumaca e propagacdo de fogo pela regido. As
bombas nucleares além da grande destruicdo do local de impacto tem efeito instanténeo e
para as armas quimicas existem pessoal mais capacitado para conter e identificar os possiveis
danos (DANZIG; PB, 1997; HENDERSON, 1999; MORSE; BUDOWLE, 2006).

No caso de um ataque bioterrorista os efeitos podem ser muito mais lentos e silencio-
s0s. A liberacdo de esporos de um patdgeno através de aerossdis, por exemplo, no qual
gds pode ser incolor e inodoro, penetrando e se disseminando em vdarias areas até mesmo
Nno interior de casas, centros comerciais e empresas. As pessoas de determinada regido
comecam a adoecer de maneira que isso passa a ser confundido com um surto natural de
alguma doenca. Os sinfomas normalmente surgem dias ou semanas apds a execugcdo do
ataque. Pacientes em hospitais, trabalhadores nas suas empresas e alunos e funciondrios
de escolas se contaminam e a doenca comeca a se espalhar e sé entdo as suspeitas de
um ataque infencional comecam a ser investigadas. A distingcdo desses casos depende
do conhecimento epidemiolégico das doencas endémicas e de evidéncias laboratoriais
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provenientes dos individuos afetados para andlises forenses especificas (HENDERSON, 1999;
MORSE; BUDOWLE, 2006).

Depois da suspeita de um ataque com determinado agente bioldgico é preciso ter uma
confirmacdo laboratorial da doenca, medidas de resposta, como estoque de antibidticos e
vacinas, quarentena das pessoas contaminadas, identificacdo do patdgeno e sua fonte de
origem, além do possivel responsdvel pelo ataque, seja ele um individuo, grupo ou organizo-
c¢cdo militar ou terrorista (HENDERSON, 1999; MORSE; BUDOWLE, 2006; VALDIVIA-GRANDA, 2012).

3. CLASSIFICACAO DOS AGENTES PATOGENICOS

Os patdgenos que podem ser usados como arma bioldgica, tais como Bacillus anthracis
e Yersinia pestis, sdo classificados pelo Center for Disease Control and Prevention (CDC) dos Es-
tados Unidos da América (EUA), organizacdo responsavel pela monitoracdo de doencas que
afetem a populacdo, em categorias de risco A, B e C, em ordem decrescente de prioridade
e facilidade de disseminacdo na populacdo (Quadro 1) (BUDOWLE et al., 2011; CHUGH, 2019;
MORSE; BUDOWLE, 2006). A categoria A inclui organismos que produzem doencas mais prova-
veis de causar mortalidade em massa e criar pdnico como, por exemplo, bactérias causadoras
do Antraz (B. anthracis), Botulismsno (Clostridium botulinum) e Peste Negra (Y. pestis); e virus cau-
sador da variola (Variola major virus) e febres hemorragicas (virus Ebola, Marburg, virus da febre
de Lassa, Machupo e Junin). Na categoria B estdo os organismos que se replicam em aguas
e de facil disseminacdo como espécies de cianobactérias produtoras de toxinas, Shigella sp.,
Salmonella sp. e bactérias causadoras da coleraq, tifo, febre Q, além de virus causadores de en-
cefalites, tais como virus da Encefalite Equina do Oeste, virus da Encefalite Venezuelana, entre
outros. Na categoria C estdo incluidos microrganismos que, se manipulados geneticamente no
futuro, podem se tfornar ameacadores como o Hantavirus, virus Nipah, virus da febre amarela
(KHAN; MORSE; LILLIBRIDGE, 2000; PINTO, 2013).

Quadro 1.Divisdo dos agentes patogénicos nas categorias A, B e C,
por ordem decrescente de prioridade e disseminacdo.

CATEGORIA DESCRICAO EXEMPLO DE PATOGENOS
Facil disseminacdo ou transmissdo | Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Clos-
A pessoa-pessoq; alfa  mortalidade; | fridium botulinum, Francisella tularensis,
maior impacto para sadde pudblica; | virus da variola, virus Ebola, Marburg, vi-
causar pdnico na populacdo rus da febre de Lassa, Machupo e Junin

Coxiella burnetti, Brucella sp., Burkhol-
Moderadamente facil de disseminar; | deria sp., Salmonella sp., Shigella dy-

B moderada morbidade; baixa morta- | senferiae, Rickettsia prowazekii, Esche-
lidade; exige capacidade de diag- | richia coli, Vibrio cholerae, virus da
nostico e vigilncia da doenca Encefalite Equina do Oeste, virus da

Encefalite Venezuelana

Patdgenos emergentes que podem

ser manipulados geneticamente

c para serem usados como arma bio- | Virus da Febre Amarela, Hantavirus, vi-
I6gica; facilidade de producdo e dis- | rus Nipah

seminacdo; alta morbidade e morta-

lidade

Fonte: Center for Disease Control and Prevention (CDC).
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4. HISTORICO DA UTILIZACAO DE AGENTES PATOGENICOS

Apesar do tema ter se tornado popular nos anos 2000 a utilizacdo de microrganismos
como arma ja estava presente ao longo da histdéria. Quando as doencas infecciosas se espa-
Iham rapidamente e sdo mortais podem causar diversos problemas & populacdo, e por isso 0s
homens comecaram a utilizar esses patdgenos como uma forma de ataque.

Inicialmente os microrganismos eram empregados de forma intuitiva e rudimentar. Os
homens de Neandertal, por exemplo, utilizavam flechas com fezes de animais para causar
infeccdes em seus inimigos (CHRISTOPHER, 1997; SILVA, 200T1). Além disso, ataques deliberados
de agentes patogénicos foram ufilizados recorrentemente como estratégia para conquistas
territoriais ao longo da Historia. Em 1347 os Tartaros lancaram caddveres de pessoas mortas
pela Peste por muros na cidade de Caffa (atualmente Teoddsia, Ucrdnia) através de catapul-
tas, o que leva alguns pesquisadores a acreditarem que esta foi a forma de entrada da Peste
Negra na Europa, epidemia que matou aproximadamente 60% da populacdo (BACON, 2003;
CHRISTOPHER, 1997; WHEELIS, 2002).

Em 1763 o exército britdnico enviou cobertores utilizados por pacientes que morreram
de variola para os nativo-americanos aliados aos franceses durante a Guerra Franco-Indige-
na na América do Norte (BACON, 2003; SILVA, 2001). Durante a Primeira Guerra Mundial os
alemades desenvolveram diversas armas bioldgicas. As bactérias Bacillus anthracis e Burkhol-
deria mallei, por exemplo, foram utilizadas para contaminar comida de ovelhas romenas
que seriom transportadas para a Russia. Estes patdgenos também foram a ferramenta usada
para a contaminacdo intencional de equinos da cavalaria francesa (BACON, 2003; CHRIS-
TOPHER, 1997).

Por conta dos diversos casos envolvendo armas bioldgicas e quimicas ao longo da his-
téria, um tratado através do Protocolo de Genebra em 1925 foi realizado, o qual proibia a
utilizacdo de armas quimicas e bioldgicas em guerras, entretanto ndo mencionava nada so-
bre producdo, armazenamento e transporte das mesmas (CHRISTOPHER, 1997; FRISCHKNECH,
2003). Apesar disso, durante a Segunda Guerra Mundial o Japdo continuou com experimentos
envolvendo armas bioldgicas, os quais prisioneiros de guerra eram infectados com diferentes
tipos de bactérias, além de ataques a cidades chinesas, entre 1939 a 1945 (CHRISTOPHER, 1997;
FRISCHKNECH, 2003; HARRIS, 1942; OSTERHOLM, 2001). Ainda nesse periodo, no ano de 1947 a
1991, na Guerra Fria, poténcias como a Unido Soviética, Estados Unidos da América, Canadd
e Reino Unido também desenvolveram projetos com armas bioldgicas. Em 1950, culturas de
bactérias Serratia marcescens foram colocadas na Baia de Séo Francisco (EUA) para monito-
rar como a possivel arma bioldgica se espalha. Era esperado que a bactéria fosse inofensiva,
entretanto houve onze casos de infec¢cdo por Serratia e uma morte reportados em um hospital
local dias apds experimentos (BACON, 2003; MOBLEY; USAR, 1995). Uma epidemia de Antraz
ocorreu em 1979 contaminando pessoas que moravam perto de uma zona militar soviética
que fazia pesquisa com microbiologia, suspeita de ser com armas bioldgicas, através de uma
liberacdo de esporos de B. anthracis no ar (CHRISTOPHER, 1997).

Um exemplo de contaminacdo intencional por bactéria, descartando um surto natural
da doenca, aconteceu em Oregon (EUA) em 1984: clientes e trabalhadores de diversos restau-
rantes foram infectados pela bactéria Salmonella enterica Typhimurium devido & ingestdo ou
contato com saladas, por conta de uma acdo de um grupo religioso local. A hipdtese de con-
tfaminacdo da agua, ma refrigeracdo dos alimentos ou de tfransmissdo pelos empregados foi
desconsiderada e a cepa encontrada nas amostras era a mesma que uma cepa laboratorial
(ATLAS, 2002; SILVA, 2001; TOROK, 1997).

Outro exemplo de libera¢cdo intencional, contfudo sem danos diretos ao ser humano,
aconteceu no Sul da Bahia, no final da década de 80. Uma infestacdo devastadora, conheci-
da como vassoura-da-bruxa, atacou as plantagdes de cacau. Foram encontrados galhos de
drvore de cacau infectados com o fungo amarrados aos pés de cacau da plantfacdo. Quase
vinte anos depois se descobriu que fora um ataque infencional, gerado por motivos politicos,
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que teve consequéncias econdmicas muito sérias, reduzindo a producdo de cacau em 75%
na década seguinte ao ataque (FIORAVANTI, VELHO, 2011; DEFESANET, 2006).

Novamente a preocupacdo global do uso de agentes bioldgicos como arma fez com
que paises reunissem esforcos para maior controle e vigildncia acerca do bioterrorismo e para
evitar que essas armas de desfruicdo em massa se tornassem as novas ‘bombas nucleares.
Em 1972 aconteceu a Convencdo sobre a proibicdo de Armas Bioldgicas e Toxinas (CPAB), na
qual foi determinada a destruicdo dos estoques dos patdgenos categorizados como possiveis
armas bioldgicas e a proibicdo do desenvolvimento, producdo, estocagem e aquisicédo destas
ferramentas para guerra (FRISCHKNECH, 2003; NIXDORFF, 2006).

O cldssico caso do atentado bioterrorista utilizando esporos de B. anthracis em 2001 nos
EUA foi um marco para a popularizagdo do tema ao redor do mundo. Cartas contaminadas
com esporos, aparentando um pd branco, foram enviadas para profissionais da midia e se-
nadores do pais. As amostras foram ligadas a culturas de um laboratério do governo, US Army
Medical Research Institute for Infecton Diseases, intensificando as suspeitas de atentado bioter-
rorista (ATLAS, 2002; CHUGH, 2019; FRISCHKNECH, 2003; WALSH; MOR; HOSSAIN, 2019). O ataque
também estimulou a criacdo do Biowatch program em 2003, no qual sdo monitoradas amos-
tras ambientais do ar através de filtros, para assim alertar sobre um possivel ataque bioterrorista,
ou surto ambiental (INSTITUTE OF MEDICINE AND NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2011; DUNBAR
et al., 2018).

5. SURTO NATURAL DE DOENGAS OU ATAQUE INTERNACIONAL: IDENTIFICACAO
DE AGENTES PATOGENICOS

A identificacdo rapida e precisa de patdgenos € um componente essencial de vigi-
l&ncia bioldgica com beneficios para a sadde humana, assim como para as perspectivas
em biodefesa, pois estes podem representar uma ameaca d seguranca nacional de um
pais (ADALJA, 2018; ATLAS, 2002; DUNBAR et al., 2018; FRANCIS et al., 2013). Os sintomas ini-
ciais de diversas doencas sdo ndo-especificos, € comum em infeccdes causadas por varios
patdgenos. Portanto, &€ importante a correta identificacdo dos patdgenos, com potencial
de risco bioldgico, para afirmar a possibilidade de ameaca d saude ou bioterrorismo. Des-
te modo, é de interesse estratégico a capacidade de distinguir os casos de surtos naturais
de microrganismos patogénicos daqueles que ocorrem por liberagcdo de forma intencio-
nal BUDOWLE ef al., 2005, 2011, CHUNG et al., 2008; NATIONAL INSTITUTE OF ALLERGY AND
INFECTIOUS DISEASES, 2002).

Apesar do avanc¢o da tecnologia e facilidade de acesso aos agentes patogénicos ter
aumentado com o passar dos anos, ndo é qualquer individuo que consiga manipular tais mi-
crorganismos para utilizar em um ataque bioterrorista. Grande parte desses agentes é de dificil
producdo em larga escala e precisam de laboratérios sofisticados para serem manipulados.
Outro fator limitante é a variacdo da viruléncia entre os diferentes agentes. Em muitos casos a
patogenicidade em questdo depende da espécie ou até mesmo de cepas especificas dificeis
de se obter, além de ser preciso conhecimento de um especialista para determinar se a espé-
cie/cepa é a correta (BUDOWLE et al., 2011).

A identificacdo rdpida e precisa de patdgenos € um componente essencial de vigildncia
bioldgica com beneficios para a sadde humana, assim como para as perspectivas em biode-
fesa, pois estes podem representar uma ameaca & seguranca nacional (FRANCIS et al., 2013).

Os sinfomas iniciais de diversas doencas sdo comuns na infeccdo por varios patdgenos.
Portanto, a correta identificacdo dos patdgenos com potencial de risco bioldgico € importan-
te para afirmar a possibilidade de ameaca & saldde ou bioterrorismo. Deste modo, € de impor-
tancia estratégica a capacidade de distinguir os casos de surfos naturais de microrganismos
patogénicos daqueles que ocorrem por liberacdo de forma intencional (KHAN, 2011; KHAN;
MORSE; LILLIBRIDGE, 2000; PINTO, 2013).
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O nUmero de pesquisas relacionadas ao bioterrorismo aumentou consideravelmente de-
pois do ataque com esporos de B anthracis em 2001 nos EUA, como indicado no grdfico da Fi-
gura 1 com dados do PubMed/NCBI, indicando o crescente interesse em biodefesa dos paises
(NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH — NCBI, 2019).

Figura 1. NUmero de publicagcdes com os fermos bioterrorism e/ou biodefense.
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Fonte: PubMed (NCBI), do ano 1993 - 2019.

6.TECNICAS DE DETECCAO DE PATOGENOS

As técnicas de deteccdo de microrganismos de interesse clinico ou para biodefesa
devem ser das mais sensiveis e especificas o possivel e sem que hagja interferéncia de con-
taminantes externos, para ndo haver erro no diagndstico. Além disso, € preferivel que sejam
por meio de equipamentos portateis e de facil operacdo, com resultado répido e aplicavel
a diversas amostras e patdégenos simulfaneamente (MOORCHUNG; SHARMA; MEHTA, 2009).
O ideal é que essas metodologias possam ser aplicadas em centros de referéncia, hospitais
e clinicas que ja logo apds o processo de triagem de pacientes. A cultura de bactérias em
meios especificos ou de virus em tecidos ainda sédo considerados o padrdo ouro entres os tes-
tes clinicos e laboratoriais na identificacdo dos agentes. Apesar disso, foram desenvolvidas
técnicas que ddo detalhes adicionais sobre os patdégenos na investigacdo forense, como
indicativos de sua fonte de origem e variacdes genéticas, por exemplo, obtfidos aftravés de
ensaios envolvendo dcidos nucleicos (MORSE; BUDOWLE, 2006; NATIONAL INSTITUTE OF ALLER-
GY AND INFECTIOUS DISEASES, 2002).

A inferpretacdo dos resultados obtidos de ensaios de deteccdo baseados em alguns tes-
tes padronizados, comuns, para acidos nucleicos nem sempre sdo o suficiente para se obter
todas as informacdes de um caso de atentado bioterrorista e por isso, festes complementares
podem ser essenciais. A combinacdo de técnicas pode ajudar a fracar a fonte de origem geo-
gréfica do ataque através de elementos fisico ou quimicos, o primeiro individuo contfaminado
ou infectado, assim como a forma que o patdgeno ou toxina foi disseminado e quando a
arma biolégica foi preparada. Isso decorre do fato de que os microrganismos podem carregar
informacgdes que os relacionem com sua origem, como substdncias utilizadas no seu cresci-
mento, reagentes quimicos utilizados na producdo, no caso das toxinas, por exemplo, além de
nutrientes absorvidos do meio. Tais técnicas podem envolver cromatografia, espectrometria de
mMassa, imunoensaios e a cultura de células (MORSE; BUDOWLE, 2006).

A amplificacdo de acidos nucleicos se tornou um dos métodos mais utilizados na identi-
ficacdo rapida de agentes, por causa da sua sensibilidade e especificidade. Uma das formas
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mais comuns na identificacdo de bactérias por meios moleculares € a técnica de PCR utili-
zando como alvo o gene ribossomal 16S (165 rRNA) (CHOL; WYSS; GOBEL, 1996; CLARRIDGE;
ALERTS, 2004; PETTI; POLAGE; SCHRECKENBERGER, 2005; SCHMALENBERGER; SCHWIEGER; TEBBE,
2001). Apesar disso, existe a necessidade de se ter testes complementares para dar mais con-
flanca didentificacdo, evitando falsos positivos. As técnicas de PCR em tempo real (QPCR) tem
basicamente os mesmos fatores limitantes e principios da amplificacdo fradicional, sendo que
as reacoes multiplex para gPCR tfem se mostrado eficientes, porém as limitacdes encontradas
sdo pela quantidade de fluordforos disponiveis, adequacdo nas temperaturas da ciclagem,
quantidades de reagentes e homologia entre as sequéncias dos iniciadores. A metodologia j&
foi testada para diversos agentes do bioterrorissno como B. anthracis, E. coli, virus Variola major
(CLIFFORD et al., 2012; DAMASO et al., 2007; ZHANG et al., 2013).

As técnicas de sequenciamento evoluiram significativamente durante o passar do tem-
po. Nos Ulfimos 30 anos, o sequenciamento Sanger foi utilizado como método padrdo para
analisar moléculas de DNA. Apesar dos avancos continuos como a infroducdo de sistemas de
eletroforese capilar, bem como uma continua diminuicdo dos custos, este método exigia uma
altfa demanda de tempo, além de ser caro, o que desencadeou a procura de métodos mais
répidos e acessiveis para sequenciamento de DNA em larga escala. Essa procura resultou no
desenvolvimento de novas plataformas denominadas de Sequenciamento Paralelo Massivo
(SPM) (BUDOWLE et al., 2011; GOYA; IRMTRAUD; MARRA, 2012).

Nosso grupo ja publicou varios trabalhos sobre a andlise de microbiomas por SPM. Investi-
gamos amostras de solo, rizoma e reservatoérios de dgua, bem como a piscina de combustivel
nuclear de Angra Il. Nestas investigacdes usamos a técnica de "fragmentacdo direta de DNA"
para identificar espécies de bactérias e fungos que foram encontrados em diferentes biomas
(FONSECA et al., 2018; CABRAL ef al., 2018; SILVA et al., 2018).

Esta técnica de fragmentacdo de DNA (andlise Shotgun) permite a andlise direta e simul-
tdnea da metapopulacdo de microrganismos: arqueas, bactérias, fungos, virus e protozodrios.
Entretanto, a deteccdo depende de uma concenfracdo minima de organismos para ser iden-
tificado (Figura 2A). Como alternativa, tfemos a amplificacdo de alvos genéticos especificos
(andlise AmpilSeq), em que investigamos sequéncias especificas de DNA, visando a identifica-
c¢do inequivoca do organismo em um pouco menos de 0,1 ng de DNA (Figura 2B). Em qualquer
alternativa, a andlise de bioinformdatica seria primordial para a confirmacdo do diagndstico.

/ ESTRATEGIAS DE SEQUENCIAMENTO PARALELO MASSIVO \

A 5 B

¢ -“9‘-‘6—""
Fragmentagdo ' Amplificacdo Alvos
DNA extraido

Direta de DNA Genéticos Especificos
(Shotgun) — — —_  {AmpliSeq)

| SEQUENCIAMENTO PARALELO MASSIVO |

. ATGCGGTAACTGGTACGTG...
L TGTGTCAAGTGACATG ...
L ACCGTGTCATGTAACC ..
. CGTGTAAACAATGTGT ..

. AGTCTTCGAATTACCG ..
\ [ Andlise dos Dados por Bioinformatica ] J

Figura 2. Diagrama das estratégias de sequenciamento paralelo massivo. (A) Fragmentag¢do direta do
DNA (Shotgun) e o sequenciamento de milhares de fragmentos. (B) Amplifica¢cdo por PCR de alvos
especificos (AmpliSeq), visando ser mais sensivel e eficiente. Em qualquer caso, os resultados serdo analisados
por bioinformdtica para se obter a espécie da bactéria.

AGTCCTCGAATTACCG..
. AGTCCTCGAATTACCG...

. AGTCCACGAATTACCG..
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O desenvolvimento do SPM facilitou as andlises microbioldgicas, inclusive na drea foren-
se. Essa tecnologia pode gerar mais de 500 milhdes de bases por reacdo, equivalente a uma
grande quantidade de sequenciamentos paralelos. Por isso, uma mesma regido do DNA &
sequenciada varias vezes dando maior profundidade & dreaq, possibilitando que uma amostra
com muito menos DNA possa ser identificada (ANSORGE, 2009; BUDOWLE et al., 2011; MINOGUE
et al.,, 2019, NOVOSSIOLOVA, 2017; OLIVEIRA; AMORIM, 2018).

Dentre as principais vantagens apresentadas com o uso das novas plataformas de sequen-
ciamento em relacdo ao método de Sanger estd a rapidez do processo de sequenciamento, j&
que procedimentos como clonagem ndo se fazem mais necessdrios. Além disso, os equipamen-
tos de SPM podem gerar milhdes de fragmentos ao mesmo tempo e processar diversas amostras
simultaneamente. A tecnologia de SPM também possibilita identificar outros fatores contidos em
determinada amostra, além do DNA do patdgeno, como contaminantes com vestigios do meio
de cultura utilizado para cultivo de um microrganismo em atague infencional, pdlen de plantas
do local de origem e DNA do manipulador da amostra. Essas plataformas apresentam impor-
tantes aplicagcdes na pesquisa de sequenciamento de genomas completos, identificacdo de
mutacdes ou polimorfismos génicos, metagendmica, doencas infecciosas, ecologia e genética
forense (ANSORGE, 2009; BUDOWLE et al., 2011; GILCHRIST ef al., 2015; GOYA; IRMTRAUD; MARRA,
2012; MINOGUE et al., 2019; OLIVEIRA; AMORIM, 2018; ROTHBERG et al., 2011).

Com as técnicas de SPM a bactéria ndo precisaria ser isolada em cultura, possibilitando
identificar a fonte diretamente das amostras iniciais (BUDOWLE ef al., 2011; GILCHRIST ef al.,
2015; MINOGUE et al., 2019). Mesmo com a tecnologia SPM alguns fatores limitantes ainda s&o
um problema nas andlises forense. Quando a amostra contém grande quantidade de DNA
exdgeno, como em amostras de sangue ou amostras ambientais, por exemplo, a quantidade
do DNA do patdégeno alvo pode ficar comprometida. Para resolver isso, os métodos de separa-
cdo precisam ser otimizados para separar os microrganismos de outras células (ADALJA, 2018;
BUDOWLE et al., 2011; KANE; SHAH; ALFARO, 2019).

7. CONCLUSAO

No Brasil ndo hd tantos casos relatados de bioterrorissno como em outros paises como Nos
Estados Unidos e Jap&o, mas é importante que se tenha uma constante vigildncia em relac&o
ao0s agentes patogénicos, para que o governo e 6rgdos de sadde estejam preparados para
ataques inesperados. Essa preocupacdo vem se intensificando, visto que o Brasil foi foco de
atencdo mundial de eventos como os Jogos Olimpicos e a Copa do Mundo. Além disso, recen-
tes casos de doencas causadas pelos virus Ebola, Zika e Chikungunya vem preocupando ndo
s6 o Brasil, mas toda populacdo mundial. Por isso, 0 Governo, através dos Sistemas de Saude,
j& comecou a procurar medidas para controlar a disseminacdo de doencas.

Assim como nos outros paises, € de extrema importéncia que haja um investimento em
pesquisa, desenvolvimento de tecnologia e infraestrutura por parte do governo, para que o
pais possa estar preparado para um possivel ataque e o sistema de salde e economia ndo
enfre em colapso.

Neste sentido nosso grupo, financiado pelo Programa CAPES Pré-Defesa, desenvolveu um
painel genético para a deteccdo de 37 espécies de bactérias relevantes para o bioterrorismo
e salde publica utilizando a metodologia de amplificacdo multiplex e SPM, afravés da andlise
de 53 marcadores, 50 genes e trés regides do 16S rRNA. O ensaio do limite minimo de deteccdo
do SPM apresentou uma sensibilidade de 1.000 bactérias ou 70 pg de DNA. Ufilizando a abor-
dagem direta, sem amplificacdo por PCR, conseguimos detectar 5.000 bactérias. Para finalizar,
estabelecemos um pipeline, com ferramentas livres, de filtragem de leituras por tfamanho e
qualidade, além do mapeamento nas referéncias de bancos de dados. Com tudo isso, pode-
mMos responder rapidamente, e com seguran¢a, a pergunta-chave neste tipo de ataque: este
microrganismo possui potencial de dano a saude publica?
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