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Introducao

A deteccdo e a identificacdo microbioldgica sdo
essenciais para a adocao e manutencao de medidas

. preventivas e corretivas relacionadas aos
procedimentos operacionais




VOLTAR:!AO INiCIO

Introducao

0 monitoramento ambiental e o controle microbioldgico em
areas criticas no processo de producao de produtos, é uma
garantia de qualidade das indUstrias, principalmente das que
dependem de ambientes controlados, como a indUstria de
alimentos, ou medicamentos.

Além disso, 0 monitoramento ambiental é uma importante
ferramenta para a avaliacdo da eficcia de medidas de
controle de contaminagdo e para a identificacao de ameacas
especificas para a qualidade e a sequranca dos produtos
fabricados.

A deteccdo e a identificagdo microbioldgica sdo essenciais para
a adogdo e manutencao de medidas preventivas e corretivas
relacionadas aos procedimentos operacionais, validacao dos
processos de limpeza e sanitizacao das instalagdes e
treinamento de pessoal [1,2].
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Atualmente, 0 monitoramento de micro-organismos se da
através de quatro técnicas: amostragem volumétrica de ar,
placas de sedimentacdo, placas de contato ou swabs, e
amostras para avaliacdo de contaminantes presentes na
superficie das luvas de operadores.

Aidentificacdo bacteriana, em sua maioria, é feita por meio de
testes fenotipicos como: fermentacédo de aglcares, oxidacdo,
degradacdo e hidrdlise de varios substratos [2]. Esses meios
de cultura possuem um indicador de pH e a interpretacao dos
resultados é dada através da mudanca de coloracdo nos
meios, pelo consumo ou ndo dos substratos presentes.

Com excecdo da técnica de amostragem volumétrica do ar,
todas as outras sao dependentes da cultura em meio nao
seletivo para a avaliagao do crescimento microbioldgico e
posterior identificacdo. O periodo de incubacdo do meio de
cultura pode variar de um a sete dias [1].




Meétodos
e Bioquimicos

Para a utilizacdo desses kits na identificacao
bacteriana é necessario conhecer o grupo de
bactéria em que a amostra pertence.




1. Cultura bacteriana.

2. Preparacdo da suspencdo
bacteriana e inoculacdo.
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3. Interpretacéo dos resultados.

Métodos Bioquimicos

Estdo disponiveis no mercado alguns kits como: RapID™ ONE
System (Oxoid-Thermo Fisher, Cambridge, UK), BD BBL
Crystal™ Identification System (Becton Dickinson, Sparks, MD,
USA) e API®/ID32 (bioMerieux, Marcy-I'Etoile, France) que
possuem uma série de provas bioquimicas compiladas em
um dnico painel de identificacdo padronizados para cada
grupo de bactérias.

Portanto, para a utilizagdo desses kits na identificacdo
bacteriana é necessario conhecer o grupo de bactéria em
que a amostra pertence, seja por um meio seletivo ou pela
coloracdo de Gram. Para a inoculagdo das amostras nesses kits
é necessario fazer uma suspensao bacteriana e distribui-la de
maneira homogénea por todo o painel.
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API®/ID32 (bioMerieux,
Marcy-I'Etoile, France) - 600
espécies identificdveis
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Periodo de Incubacgao

O periodo de incubagdo varia entre 4 a 72 horas dependendo
do grupo de bactérias e do fabricante do kit. Também, o
ntimero de espécies bacterianas identificadas vai variar de
acordo com o kit (veja figura abaixo).

Alinterpretacdo dos resultados pode ser feita visualmente,
com exce¢ao do BBL Crystal™ que permite a leitura
automatizada (BD BBL™ Crystal™ AutoReader).

Interpretacao

Para todos os sistemas de identificacdo, a interpretagao dos
resultados das provas bioquimicas gera um algoritmo, que varia
de 7 a 10 digitos, que plotando no software do kit resulta na
identificacdo da espécie bacteriana com um valor de confianca
dado em porcentagem (veja exemplo no esquema acima)[3-5].




Meétodo
e Automatizado

0 método surgiu com o intuito de aperfeicoar a
identificacdo e diminuir a interferéncia e
dependéncia do operador;




COMPARAGAO DE METODOLOGIAS

Introducao Passo-a-passo

0 método automatizado de identificagdo de micro-organismos
surgiu com o intuito de aperfeicoar a identificacao e diminuira
interferéncia e dependéncia do operador. O aparelho mais
conhecido é o VITEK® Systems (bioMerieux, Marcy-I'Etoile, France).
Essa metodologia faz a identificacdo microbioldgica através de 64
provas colorimétricas dispostas em um cartdo.

O sistema é operado com cédigos de barras, 0 que aumenta a
rastreabilidade das amostras. Essa metodologia também
dispde de testes de susceptibilidade aos antimicrobianos e
testes fenotipicos de mecanismos de resisténcia (veja no
esquema abaixo) [8].

E um método dependente da cultura bacteriana, cada cartio
abrange um grupo de bactérias diferentes, portanto crescimento
em agar seletivo ou coloragdo de Gram sdo necessarios para a
escolha do cartao de identificagdo corretos. A leitura das provas é
feita a cada 15 minutos com trés comprimentos de ondas
diferentes.

Periodo de Identificacao

O periodo de identificacdo pode variar de 2 a 18 horas 1. Cultura bacteriana. 2. Preparacdo da suspengdo 3. Interpretacio dos resultados.
dependendo do grupo de bactérias que esta se identificando. bacteriana e inoculago.

Mais de 330 espécies bacterianas podem ser identificadas, devido
a base de dados contida no aparelho e as provas colorimétricas.
Todos os estagios de identificacdo de leitura e reporte de
resultados é automatizado, o que otimiza o workflow.
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Espectrometria
ede massa

Esse método detecta e identifica proteinas pela
determinacao seu peso molecular individual e
fragmentos especificos.




Esquema ilustrativo do fluxo de
trabalho utilizando a tecnologia
MALDI-TOF.
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1. Cultura
bacteriana.

2. Preparacdo da
amostra.

3. Inoculacéo da
amostra.
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Aceleracao da
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A
Matriz cristalizada MALDI
com a amostra

Tecnologia MALDI-TOF.
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MALDI-TOF MS

Mais recentemente, a tecnologia MALDI-TOF MS (Matrix-
assisted laser desorption ionization-time of flight mass
spectrometry) atraiu rapidamente os microbiologistas pelo
seu poderoso de recurso de identificacdo microbiolégica
rapida [10].

Esse método detecta e identifica proteinas pela determinagao
seu peso molecular individual e fragmentos especificos [11].

Para a identificacdo de micro-organismos na indUstria, essa é
ainda uma técnica dependente de cultura, porém para o
laboratdrio clinico j& é possivel fazer a identificacao bacteriana
a partir de amostras clinicas [12, 13].

Metodologia

A primeira fase dessa metodologia € a preparacéo da
suspensao bacteriana, que entdo é colocada em uma placa
junto com a matriz polimérica, onde um laser é irradiado e
ocorre a ionizacao de varias moléculas. Essas moléculas sao
aspiradas por um tubo e ocorre a detec¢ao de cada molécula
através do tempo de chegada ao detector (time of light). Isso
gera um gréfico que é especifico para cada espécie bacteriana
e uma base de dados computadorizada interpreta e fornece o
resultado [10].
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Sequencia -
e mento de DNA

Essa tecnologia consegue abranger, incluindo
evolugdo e gendmica comparativa, forense,
epidemiologia, medicina aplicada para o
diagndstico e terapéutica




Introducao

Atualmente, a necessidade de sequenciamento tem se
tornado cada vez maior, haja vista a variedade de aplicagdes
que essa tecnologia consegue abranger, incluindo evolugao e
gendmica comparativa, forense, epidemiologia, medicina
aplicada para o diagndstico e terapéutica [15].

Sanger

0 método de Sanger é o procedimento tradicional de
sequenciamento de DNA, criado em 1977 [16]. Eum processo
que envolve a sintese de um molde de DNA de um gene de
interesse, por reacao de PCR.
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Metodologia

No caso da identificacao bacteriana, o gene mais utilizado é o
165 rDNA, que estd intimamente relacionado com a classificacao
filogenética de procariotos [17]. Essa metodologia utiliza
deoxinucleotideos naturais (ANTPs) e dideoxinucleotideos
(ddNTPs) de terminacdo de sintese, que se diferem dos
nucleotideos normais por conterem um hidrogénio no carbono
3’,a0 invés de um grupo hidroxila (OH).

Esses nucleotideos quando integrados em uma sequéncia,
evitam a incorporagao de outros nucleotideos nesta sequéncia.
Na metodologia de Sanger original, os ddNTPs eram marcados
com fésforo radioativo e a sequéncia sintetizada era lida
manualmente, quando as bases identificadas eram colocadas em
um filme de raio X[16].

0 método de Sanger automatizado utiliza sequenciadores com
eletroforese vertical em placa ou eletroforese em capilar, onde os
ddNTPs sdo marcados com substancia fluorescentes (veja
esquema abaixo) [15].

COMPARACAO DE METODOLOGIAS

Esquema ilustrativo do fluxo de
trabalho do sequenciamento Sanger

1. Isolamento de col6nias

2. Extracdo de DNA e
isolamento do marcador

3. Amplificagdo do material genético
e sequenciamento de DNA por

Sanger
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4 x PCR (+ one dideoxynucleotide)

UL L Metodologia

sequencing
ddTTP  ddATP ddGTP ddCTP ol GACTG No caso da identificacdo bacteriana, o gene mais utilizado é o
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0 método de Sanger automatizado utiliza sequenciadores com
eletroforese vertical em placa ou eletroforese em capilar, onde os
ddNTPs sdo marcados com substancia fluorescentes (veja
esquema abaixo) [15].
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Sequenciamento de

Nova Geracgao
_— o ——
[ — S 1. Isolamento de col6nias
— ———
Em 2005, surgiu no mercado a tecnologia de sequenciamento
de nova geracdo. Essa tecnologia engloba um ndmero amplo
de métodos quanto a preparacao do DNA molde,
sequenciamento, imagem e analise de dados.
A combinagao de protocolos especificos distingue uma — |
tecnologia da outra e determina o tipo de dado produzido de \ '__- M
cada plataforma. TS e— S— - -
- - — 2. Extragdo de DNAe
. o] ~ Jan _ _ H
Aimobilizacao do DNA em suportes sélidos, separados - - isolamento do marcador
espacialmente permite que milhares de bilhdes de reacdes de —— —
sequenciamento sejam realizados ao mesmo tempo (observe
0 esquema acima) [18]. l l
Essas plataformas conseguem gerar informacdes maiores que N R —
o sequenciamento de Sanger, com uma grande economia de c r—— [ — !
tempo e custo. (E— — -
. ) o - — ' — 3. Amplificacdo do material genético
Essa maior eficiéncia advém do uso da clonagem in vitro e de [ — e e sequenciamento de DNA por NGS
sistemas de suporte sélido para as unidades de
sequenciamento [19]. ATGTTCCGATTAGGAAACC GTTTCATTCAGTAAAAGGAGGAAA
lustracdo explicativa da metodologia de Procedimento para identificacdo de micro-
sequenciamento. organismos por sequenciamento de DNA por
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DMD

Diagndstico Microbioldgico Digital - Metodologia
desenvolvida pela Neoprospecta Microbiome
Technologies.




1. Coleta da amostra com swab

2. Extracdo de DNA e isolamento do
marcador

3. Sequenciamento do DNA por NGS

4. Andlise de Bioinformatica
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Diagnéstico
Microbiologico Digital

F uma metodologia desenvolvida pela Neoprospecta
Microbiome Technologies que é independente da cultura
bacteriana e a coleta das amostras é feita com o auxilio de
swab seco. A partir da coleta, as amostras sao enviadas aos
laboratérios da empresa onde € feita a extragao do DNA
diretamente do swab.

0 marcador molecular utilizado para a identificacao de
bactérias é o gene 16S rDNA, enquanto o gene ITS (Internal
Transcribed Spacer) é utilizado para a identificagao de fungos,
0s quais estao intimamente ligados a filogenia bacteriana e
fangica. Estes marcadores moleculares permitem identificar
bactérias e fungos no nivel de espécie com bastante acurécia
e sensibilidade [20].

Protocolos

Um conjunto de protocolos moleculares sao auxiliares ao
sequenciamento em larga escala de centenas de amostras em
paralelo, utilizando a plataforma MiSeq Sequencing System
(Ilumina, Inc).

COMPARACAO DE METODOLOGIAS

Ferramentas biocomputacionais, desenvolvidas
pela empresa, permitem a identificacdo e o
rastreamento de centenas a milhares de micro-
0rganismos em uma unica amostra.

Visualizacao dos
Resultados

Os resultados de toda a analise sao dados por meio do
software Neobiome, também desenvolvido pela empresa,
onde é possivel observar o panorama detalhado dos micro-
organismos encontrados na anélise.

O tempo de processamento, desde a extracao de DNA até a
emissao dos resultados leva em torno de cinco dias (observe o
esquema abaixo).




Comparacao

Comparacao entre as metodologias citadas
anteriormente. Vocé encontrara as caracteristicas,

‘ vantagens e desvantagens.




Introducao

As metodologias convencionais utilizadas na identificacao de
bactérias sao dependentes da cultura. E apesar da cultura ser
um método bastante importante na recuperagao de micro-
organismos, dependendo do patégeno, a positividade da
mesma pode demorar de poucas horas a semanas, e os testes
fenotipicos podem demorar mais 24 a 48 horas [21], levando
um tempo demasiadamente grande para o diagndstico
microbioldgico. Portanto, quando ha urgéncia na deteccao dos
micro-organismos presentes em determinado processo, as
metodologias dependentes de cultura podem nao sera
melhor alternativa.

O problema

O problema de dependéncia da cultura se agrava quando hd
necessidade de recuperacdo e isolamento de um micro-
organismo mais exigente nutricionalmente ou quando se
pretende recuperar micro-organismos presentes no ambiente.
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Relatos

Um exemplo claro disso ocorreu na Itdlia, em 2014, quando um
paciente adquiriu uma infeccdo por Legionella pneumophila, um
bacilo Gram negativo nao fermentador fastidioso, em que o
diagnéstico da infeccdo foi feito por MALDI-TOF, porém a
investigacdo sobre o reservatério da infeccdo, que foi feito
colhendo vdrias-amaostras do ambiente hospitalar, submetidas a
cultura, ndo houve o crescimento da bactéria, portanto, ndo se
descobriu a fonte da infeccao’[22].

Um segundo relato ocorreu no Brasil, na investigacdode um
surto de infecOes de corrente sanguinea causadas por
Burkholderia cepacia complex, um bacilo Gram negativo néo
fermentador fastidioso. Na investigacao de amostras hospitalares
ambientais que foram submetidas a cultura, em nenhuma foi
observado o crescimento. Porém;, as amostras ambientais onde o
diagndstico por sequenciamento genético foi realizado, B.cepacia
complex foi encontrada no refrigerador, na geladeira da farmacia
e em pacotes de gelo reutilizaveis [23].
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Sobre a Sensibilidade

Esses exemplos provam que a cultura de amostras ambientais
ndo é a metodologia mais sensivel, principalmente porque
dependem de vérios fatores como: micro-organismos viaveis
para formar uma coldnia, transporte adequado dessas
amostras, incubagao sob condicdes que favorecam o
crescimento dos micro-organismos e isso pode variar de
espécie para espécie. Neste sentido, o diagndstico por
sequenciamento genético torna-se uma boa alternativa.

Um estudo revelou que os kits de identificacdo de
enterobactérias e bacilos ndo fermentadores disponiveis no
mercado conseguem identificar apenas cerca de 90% dos
isolados e ainda, podem ocorrer discrepancias entre os kits
em algumas provas bioquimicas [24]. Quando se trata de
bactérias anaerdbias a porcentagem de identificagdo é ainda
menor, cerca de 80% [25]. Esses indices podem ocorrer devido
as limitagdes do teste. Por serem testes colorimétricos, se o
meio de cultura utilizado para o isolamento do micro-
organismo for colorido, isso pode interferir na coloragdo do
indculo e consequentemente, na coloragdo dos testes.
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Além disso, a preparacdo da suspensao bacteriana em uma
densidade adequada, a sua distribuicdo homogénea por todo o
painel sdo etapas criticas para a correta identificacdo dos micro-
organismos, além de um operador.bem treinado. Ainda, deve-se
levar em conta'alguns achados incomuns como: reagdes de
interpretacdo ambigua, variagdo fenotipica de uma mesma
espécie, caracteristicas-bioquimicas atipicas, lenta taxa de
crescimento bacteriano, que'podem ocasionar identificacao
errnea pelo curto espaco de tempo de incubacdo utilizado
nestes painéis [3, 26].
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MALDI-TOF vs
VITEK® Systems

Em estudo comparativo entre os sistemas MALDI-TOF e VITEK®
Systems (bioMerieux, Marcy-I'Etoile, France) mostrou que a
taxa de concordancia na identificacdo do isolados entre os
dois métodos foi de 92.6%. No nivel de género, o MALDI-TOF
nao fez nenhum erro de identificacdo contra 0.6% do sistema
VITEK® e no nivel de espécie a taxa de erro na identificacéo foi
de 5.56% e 6.24% para MALDI-TOF e VITEK®, respectivamente
[27].

0 sistema VITEK® utiliza ainda a metodologia convencional de
identificacdo fenotipica de bactérias, portanto a interpretacéo
equivocada das provas bioquimicas ou resultados
inconclusivos sobre essas provas podem interferir nos
resultados. Ainda, o periodo de incubagdo é relativamente
baixo, cerca de 6 horas, podendo gerar resultados falso-
negativos em provas que necessitam de um periodo mais
longo de incubagdo.

Outra questdo bastante relevante entre as duas metodologias
é 0 alto valor dos consumiveis do sistema (cartoes de
identificacdo), que chegam a ser mais caros que os
consumiveis do sistema MALDI-TOF [28].
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Na tabela 1 é possivel observar um resumo das vantagens e

desvantagens das metodologias convencionais de microbiologia.

E importante ressaltar que em todos os estudo comparativos de
metodologias de identificacdo de micro-organismos, seja
fenotipica ou por espectrometria de massa, a anélise do
sequenciamento do gene 165 rDNA foi utilizado como
contraprova na classificacao e identificacdo bacteriana [24, 25,
27,28], comprovando ser uma metodologia confidvel e acurada
na identificacdo de micro-organismos.

1. VITEK® Systems 2. MALDI-TOF.

COMPARAGAO DE METODOLOGIAS
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MALDI-TOF vs
VITEK® Systems

Atecnologia de MALDI-TOF se mostra bastante promissora na
area, com varios estudos de identificacdo de fungos
filamentosos como Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Scedosporium, Trichoderma, Verticillium, Mucorales e
dermatdfitos [30-33], porém a grande limitacdo dessa técnica é
banco de dados [29, 34].

Nesses estudos os bancos de dados foram feitos pelos préprios
pesquisadores. O diagndstico por sequenciamento genético
seria uma alternativa para suprir a escassez de metodologias
na identificacdo flngica. A técnica mostrou-se eficaz na
caracterizacdo da diversidade de fungos em amostras
ambientais em que sao encontradas muitas espécies que nem
sempre crescem nas culturas laboratoriais [35].

VOLTAR AO INiCIO

Estudos de diversidade flingica sao baseados na regido ITS (Internal
Transcribed Spacer) do ribossomo nuclear, que é uma pequena
regido que ocorre em multiplas copias no genoma nuclear dos
fungos e mostrou um alto grau de variacdo mesmo entre espécies
intimamente relacionadas [36, 37]. Recentemente, essa regiao foi
designada como o marcador molecular universal para a
identificacdo de fungos [38].

COMPARAGCAO DE METODOLOGIAS
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Tabela l - Comparacao

Sequenciamento de DNA NGS, Diagnéstico
Microbioldgico Digital

. RapID™ ONE System, BBL Crystal™ e :
Metodologla API/ID32 VITEK® Systems MALDI-TOF

v" Automatizado;

v’ Configuragdo simples;

v Diminuicao do tempo de preparacdo; v’ Fécil manuseio;
Vantagens v" Maior rapidez nos resultados; v" Minimo de reagentes requeridos;
v" Redugdo do uso de materiais. v’ Rastreabilidade da amostra;

v Reducdo do manuseio do operador;

v" Interface intuitiva.

v Integracdo dos resultados para
otimizacao do workflow;

v’ Rastreabilidade completa;
v’ Resultados rapidos;
v" Menor tempo de manipulagao;

v (Capacidade para grandes volumes de
trabalho (192 amostras/corrida).

v Identificacdo robusta e especifica;

v’ Permite identificar fungos, protozodrios e
algas;

v’ Alta sensibilidade e precisao;

v’ Precisa de uma quantidade minima de DNA
para possibilitar a identificacdo;

v’ Permite identificar varias bactérias em uma
inica amostra.

v" Dependente de cultura; v/ Dependente de culturs;

v" Laborioso; .
! v" Alto custo dos consumiveis;

Desvantagens v" Depende bastante do operador;

v Resultados falso-positivos;

v" Ainterpretacdo dos resultados pode ser

L v Resultados falso-negativos.
subjetiva.

VOLTAR AO INicIO

v" Dependente de cultura;
v Alto custo do aparelho;
v Banco de dados sdo proprietarios;

v Nao existe banco de dados proprio
disponivel para fungos.

v Dificil implementacdo em laboratdrios de
microbiologia;

v" Alto custo dos consumiveis.
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COMPARACAO DE METODOLOGIAS

Consideracoes finais

Todas as metodologias convencionais da microbiologia utilizadas na
identificacdo bacteriana possuem um fator limitante que é a cultura.
Além disso, os métodos que utilizam testes fenotipicos para
identificacdo microbiana, além de demandar mais tempo para chegar a
um resultado, muitas vezes estes ndo sao satisfatorios, devido ao
ntimero limitado de provas ou de resultados falso-negativos. O sistema
MALDI-TOF mostrou ser um importante avanco na microbiologia,
porém a aquisicdo do aparelho se justifica apenas se o laboratério
apresentar uma grande demanda na rotina de identificagao
microbioldgica, devido ao seu alto custo.

Neste panorama, o Sequenciamento de DNA torna-se uma importante
ferramenta na identificacdo e rastreamento de micro-organismos,
especialmente em dreas estéreis, onde a presenca de micro-
organismos ndo é permitida, principalmente por ndo depender de
culturas e por ter alta escalabilidade.
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