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“On ne voit bien qu’avec le cœur. L’essentiel est invisible pour les yeux.” 
Antoine de Saint-Exupéry 
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RESUMO 

Base teórica: A Fibrose Cística (FC) é uma doença genética que acomete diversos órgãos, 
entretanto, as infecções crônicas das vias aéreas são uma das principais comorbidades que afetam 
estes indivíduos. A determinação do perfil microbiológico destas infecções crônicas é realizada 
através de técnicas tradicionais de cultivo. Dentre as bactérias comumente isoladas nas técnicas 
de cultivo predominam de forma mais significativa a Pseudomonas aeruginosa, o Staphylococcus 
aureus e espécies do complexo Burkholderia cepacia. Essas bactérias provocam infecções 
persistentes no pulmão do paciente com FC e são de difícil erradicação. Com base em tecnologias 
moleculares, sugere-se que há uma diferença na diversidade bacteriana nas vias aéreas e a qual 
pode estar associada a uma melhor evolução clínica da doença. As metodologias moleculares 
independem do cultivo bacteriano em meios de cultura e tem como base o sequenciamento do 
gene 16S rRNA que é bastante conservado em bactérias e permite identificar diferentes espécies. 
O sequenciamento do gene 16S rRNA tem a potencial capacidade de apresentar maior 
sensibilidade que as técnicas de cultivo tradicional, o que pode antecipar a detecção de um 
patógeno ou indicar a persistência deste no pulmão de pacientes com FC. 
Objetivo: Determinar o microbioma de pacientes com FC em amostras de escarro, afim de 
correlacionar a microbiota de pacientes jovens com o resultado da cultura bacteriológica 
tradicional, mutações em CFTR e presença de leucócitos no escarro. 
Métodos: Amostras de escarros de pacientes com FC foram coletadas para dois estudos distintos. 
No primeiro estudo uma amostra de escarro de 27 pacientes diferentes foram obtidos e, em um 
segundo estudo, foi determinado a presença do gênero Burkholderia através do microbioma em 
22 amostras de escarros de 9 pacientes diferentes. Para ambos os trabalhos a biblioteca do 16S 
rRNA foi preparada usando a região V3V4 do gene e o produto de amplificação foi submetido a 
sequenciamento usando Illumina MiSeq. A determinação dos táxons presente na amostra foi 
realizado por Amplicon Sequence Variants (ASV). 
Resultado: Em relação ao primeiro estudo, a análise do microbioma detectou os gêneros 
Staphylococcus e Pseudomonas em todas as amostras de escarro. Na técnica de cultivo tradicional 
a espécie mais prevalente foi Staphylococcus aureus presente em 70,4% (19/27) das amostras de 
escarros analisadas, seguida por Pseudomonas aeruginosa em 33,3% (9/27) e complexo 
Burkholderia cepacia em 29,63% (8/27). Foi possível observar pelo microbioma uma diminuição 
significativa da diversidade bacteriana nas amostras de escarro com presença de leucócito e o 
mesmo ocorreu nas amostras oriundas de pacientes internados. Entretanto não foi observado 
variações estatisticamente significativas entre os microbiomas de pacientes com diferentes 
mutações no gene CFTR. No segundo estudo, através do microbioma foi possível detectar o 
gênero Burkholderia em pelo menos uma amostra dos 9 (100%) pacientes analisados, o que 
representou 63,64% (14/22) dos escarros analisados. Em contrapartida, na cultura bacteriológica 
foi identificada a Bcc em apenas 4 amostras de escarro de 3 diferentes pacientes. Cabe mencionar 
que os estudos acima foram os primeiros a determinar o microbioma pulmonar de pacientes com 
FC através da análise por ASV. 
Conclusão: Os resultados de ambos estudos indicaram que o microbioma pôde antecipar a 
detecção de gêneros de importância clínica (Pseudomonas, Staphylococcus e Burkholderia) em 
comparação com técnicas de cultivo laboratorial, e, com isso contribuir para um tratamento mais 
precoce. Além disso, a menor diversidade do microbioma pode ser relacionada a aumento do 
processo inflamatório (presença de leucócitos) bem como a necessidade de internação hospitalar. 
 
Palavras chave: Fibrose Cística, microbioma pulmonar, Comunidade Microbiológica, Técnica 
de cultura independente; ASV; 16S rRNA. 
 
 
 
 
  



 
 

 
 

ABSTRACT 
 
 
Backgorund: Cystic Fibrosis (CF) is a genetic disease that affects different organs; however, the 
chronic airway infection is the main comorbidity of these individuals. The evaluation of the 
microbiological profile of these chronic infections is usually performed by bacteriological culture. 
Among the bacteria commonly isolated by culture-dependent technique, the main species are 
Pseudomonas aeruginosa; Staphylococcus aureus and members of Burkholderia cepacia 
complex (Bcc). These bacteria cause persistent infections in the lung of CF patients which are 
difficult to eradicate. Based on molecular technologies, it has been suggested that there is a 
difference in the bacterial diversity from the airways which may be associated with a better 
prognosis of the disease. These molecular methods are independent of bacteriological culture as 
they are based on sequencing of the 16S rRNA gene, which is highly conserved in bacteria and 
allows to differentiate the species. The 16S rRNA sequencing has the potential to be more 
sensitive than bacteriological culture; and it may anticipate the detection of a pathogen or indicate 
its persistence in the lung of patients with CF. 
Objective: To evaluate the microbiome in the respiratory tract of patients with CF in order to 
correlate the airways microbiota of young patients with the result of bacteriological culture; CFTR 
mutations and the presence of leukocytes in sputum. 
Methods: Sputum specimens from patients with CF were collected for two different studies. For 
the first study, 27 sputa from different patients were obtained; for the second study, the presence 
of the Burkholderia genus was determined in the microbiome of 22 sputum specimens from 9 
different patients. For both studies, library of 16S rRNA was prepared according to a standard 
protocol using a V3V4 region; the product of amplification was submitted to sequencing into 
Illumina MiSeq. The determination of the taxa in the specimens was performed using the 
amplicon sequence variants (ASV). 
Results: In relation to the first study, microbiome was capable to detect the genera 
Staphylococcus and Pseudomonas in all sputum samples. In the traditional culture technique, the 
most prevalent species were Staphylococcus aureus present in 70.4% (19/27) of the sputum 
specimens analyzed, followed by Pseudomonas aeruginosa in 33.3% (9/27) and Burkholderia 
cepacia complex in 29, 63% (8/27). It was possible to observe, by microbiome analysis, a 
significant decrease in bacterial diversity in sputum specimens; lower alpha diversity was directly 
correlated to the presence of leukocytes and hospitalized patients. There was no significant 
difference in alpha diversity and CFTR mutations. In the second study, according to the 
microbiome analysis, it was possible to detect the genus Burkholderia in at least one specimen of 
all 9 (100%) patients; which represented 63.64% (14/22) of the sputum analyzed. Conversely, the 
bacteriological culture was capable to detect Bcc in only 4 sputa (18.2%) from 3 different patients. 
Noteworthy, the studies above were the first to determine the lung microbiome of patients with 
CF using ASV analysis. 
Conclusion: The results of both studies indicates that the microbiome could anticipate the 
detection of clinically important genera (Pseudomonas, Staphylococcus e Burkholderia) 
compared to bacteriological culture results, and this may contribute to earlier treatment. In 
addition, the lower alpha diversity may be related to an increase in the inflammatory process 
(presence of leukocytes) and with hospitalization status. 
 
Key Words: Cystic Fibrosis; lung microbiome; microbiological community; culture-independent 
technique; ASV; 16S rRNA 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

A Fibrose Cística (FC) é uma doença genética autossômica recessiva com 

manifestações sistêmicas, que afeta diversos órgãos. O quadro clínico dos pacientes 

fibrocísitcos normalmente está associado a doença pulmonar progressiva, insuficiência 

pancreática exócrina, má absorção gastrointestinal, e essas condições resultam em 

desnutrição e crescimento prejudicado (RATJEN et al., 2015). Cabe ressaltar que as 

infecções crônicas das vias aéreas são uma das principais comorbidades que afetam estes 

indivíduos, visto que, podem evoluir à quadros de exacerbações pulmonares intermitentes 

e perda de função pulmonar (OLIVEIRA, 2004). Estima-se que 80-95% dos pacientes 

com FC vem a desenvolver insuficiência respiratória causada por infecção bacteriana 

crônica (LYCZAK; CANNON; PIER, 2002). 

O perfil microbiológico dos patógenos da via aérea, que são isolados por métodos 

de cultivo tradicional, é bastante conhecido e estão relacionados à faixa etária dos 

indivíduos com FC. Dentre as espécies comumente isoladas das vias aéreas de FC estão: 

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, complexo Burkholderia cepacia 

(Bcc), Haemophilus influenzae, entre outros. Ao longo da vida dos pacientes, alguns 

microrganismos ganham notoriedade, como a P. aeruginosa, estima-se que cerca de 80% 

dos indivíduos com FC irão desenvolver infecção crônica por esta bactéria (SAIMAN et 

al., 2014). 

Embora menos prevalentes que a P. aeruginosa, outras bactérias também são 

importantes, como por exemplo membros do complexo Burkholderia cepacia, que 

também são muito associados a doença respiratória em FC tanto em pacientes pediátricos 

e adultos. Anteriormente, a espécie que dá o nome ao complexo, era denominada como 

Pseudomonas cepacia, porém, foi reclassificada em 1992 como Burkholderia cepacia, 

sendo assim, se estabeleceu um novo gênero de bactérias não fermentadoras 

(YABUUCHI et al., 1992). Várias outras espécies foram incorporadas ao gênero 

conforme foram reexaminadas por abordagens taxonômicas (VANDAMME, et al., 1997; 

YABUUCHI et al., 1992) sendo que, mesmo atualmente, a classificação de bactérias do 

gênero Burkholderia é bastante complexa.  

Estima-se que cerca de 30% dos pacientes portadores da FC venham a ser 

colonizados pelo Complexo Burkholderia cepacia (Bcc) e isto normalmente está 

associado a um mau prognóstico clínico (LUTZ et al., 2011). Cabe mencionar que uma 

porção significativa de pacientes com FC sucumbem rapidamente a uma pneumonia 
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necrotizante e evoluem ao óbito. Por outro lado, alguns pacientes permanecem 

colonizados por estas bactérias ao longo de anos sem um impacto adverso (LIPUMA et 

al., 2001). Essas diferenças entre as manifestações clínicas sugerem potencial patogênico 

entre as cepas membros do Bcc, como por exemplo, a espécie Burkholderia cenocepacia 

genomovar IIIA (MAHENTHIRALINGAM, 2000).  

Diante de um crescente interesse em estudar a microbiota pulmonar de pacientes 

com FC, ferramentas moleculares de cultivo independente, vem sendo exploradas 

(MARCHESI et al., 1998). O sequenciamento do gene 16S rRNA é utilizado para 

pesquisar a comunidade microbiana em diversas patologias. Este gene é bastante 

conservado em bactérias e permite observar diferenças significativas interespécies 

(JANDA; ABBOTT, 2007; WOO et al., 2009). A utilização de técnicas moleculares para 

amostras respiratórias de pacientes portadores de FC pode demonstrar o perfil 

microbiológico pulmonar destes pacientes e antecipar a detecção de patógenos em 

comparação com técnicas tradicionais de cultivo. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA  
 

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informações 
 

A revisão da literatura foi realizada através de dados do PubMed/Medline, BVS 

(Biblioteca Virtual em Saúde) e Scielo, utilizando de forma combinada ou isolada as 

palavras chaves: “Cystic Fibrosis AND Pulmonary microbiome”, “Cystic Fibrosis AND 

Burkholderia” e “Pulmonary Microbiome AND ASV”, conforme descrito na figura 1. 

Os artigos foram selecionados, inicialmente, com base em seus títulos e resumos e, 

após a leitura na íntegra dos artigos, os que correspondiam com o assunto foram 

utilizados. Foram selecionados 80 artigos de língua inglesa de 1938 a 2022. 

   Termo de Busca:    

   

“Cystic Fibrosis AND Pulmonary 
microbiome” “Cystic Fibrosis AND 

Burkholderia” “Pulmonary Microbiome 
AND ASV”    

             
             
BVS: 
1.856 

artigos 

            Scielo: 299 
artigos        

             
             

 
            PubMed/Medli

ne: 2.169 
artigos 

       

             

   
155 ARTIGOS SELECIONADOS APÓS 

A BUSCA. 

   
      
      
      
             
             
             
   

APÓS LEITURA NA ÍNTEGRA: 80 
ARTIGOS USADOS PARA A 

ELABORAÇÃO DA TESE 

   
      
      
      
      
      

 
 

Figura 1. Fluxograma de pesquisa em bases de dados. 
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2.2 Fibrose Cística 
 

A FC é uma das doenças de caráter genético mais prevalentes em 

eurodescendentes, com incidência de 1:2.500 indivíduos, sendo que uma a cada 30 

pessoas pode ser portadora assintomática do gene (NAVARRO, 2016). A patologia foi 

descrita pela primeira vez em 1938 por Dorothy Andersen, sendo um quadro clínico com 

interrupção do crescimento, abdômen distendido e intensa diarreia com fezes em grandes 

quantidades, pálidas e fétidas (ANDERSEN, 1938). Esse primeiro relato foi feito a partir 

da avaliação de 49 pacientes e estava relacionado a forma pancreática da doença, onde o 

termo “fibrose cística do pâncreas” foi utilizado pela primeira vez (ANDERSEN, 1938). 

Posteriormente, a doença foi associada a infecção pulmonar e a perda de eletrólitos 

durante uma onda de calor na cidade de Nova York (MISHRA; GREAVES; MASSIE, 

2005). 

A FC é uma desordem monogenética recessiva, também conhecida como 

mucoviscidose, caracterizada por mutações do gene CFTR (do inglês, Cystic Fibrosis 

Transmembrane Condutance Regulator) (MISHRA; GREAVES; MASSIE, 2005). Esta 

alteração afeta o funcionamento da proteína CFTR responsável pelo transporte de íons 

cloreto através da membrana de células apicais, o que resulta em um desequilíbrio 

hidroeletrolítico e como consequência um espessamento do muco e sua retenção em 

diversos órgãos (MISHRA; GREAVES; MASSIE, 2005; ELBORN, 2016). 

Dentre os órgãos afetados, cabe ressaltar a disfunção das células epiteliais no 

pâncreas (provocando má absorção), no fígado (evoluindo para cirrose biliar), nas 

glândulas sudoríparas (choque térmico) e nas gônadas por afetar os ductos deferentes 

(ELBORN, 2016). Entretanto, a forma típica da doença é a tríade: doença pulmonar 

obstrutiva crônica, quadro de má absorção e alterações eletrolíticas do suor (OLIVEIRA, 

2004). 

 

2.2.1 Mutações genéticas no gene CFTR 
 

O gene CFTR está localizado no braço longo do cromossomo 7 (locus 7q31), e é 

dividido em 27 éxons, gerando uma proteína composta por 1.480 aminoácidos (DA 

ROSA et al., 2018). Até o presente momento, no banco de dados do “Cystic Fibrosis 

Mutation Database” estão registradas mais de 2.100 mutações diferentes no gene CFTR 

(http://www.genet.sickkids.on.ca/StatisticsPage.html). Entretanto a delta F508, que 

corresponde a uma deleção da fenilalanina na posição 508 do cromossomo (RIORDAN 
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et al., 1989), é a mutação mais frequente e estudada na FC. Ela é considerada a principal 

mutação associada aos casos graves da doença e estima-se que a prevalência de delta 

F508 é de 50% para indivíduos com homozigose e em heterozigose pode estar presente 

em até 90% dos pacientes (DA ROSA et al., 2018; CHEN; SHEN; ZHENG, 2021). 

Indivíduos com esta mutação apresentam sinais precoces de sintomas respiratórios, com 

redução da função pulmonar, insuficiência pancreática, retardo de crescimento e 

geralmente apresentam resultados elevados no teste do suor (DA ROSA et al., 2018; 

CHEN; SHEN; ZHENG, 2021). 

A maioria das mutações não delta F508 são relativamente raras (como: G542X, 

G551D, N1303K e W1282X) e podem apresentar uma frequência de apenas 1-10% sendo 

que estas variações na prevalência estão relacionadas com a origem étnica da população 

estudada (DE ARAÚJO et al., 2005; ROGAN; STOLTZ; HORNICK, 2011). Sabe-se que 

diferentes mutações no gene CFTR têm efeitos variados na função da proteína e podem 

resultar em diferentes fenótipos da doença (DAVIES; ALTON; BUSH, 2007). Algumas 

mutações resultam em formas mais leves, entretanto, os impactos clínicos de genótipos 

raros ainda não estão bem esclarecidos. Assim, em mutações raras é difícil fazer 

suposições sobre a gravidade da FC, sendo importante considerar aspectos clínicos como: 

métricas de crescimento, função pulmonar e estado nutricional do paciente (CHEN; 

SHEN; ZHENG, 2021). 

 

2.3 Diagnóstico de Fibrose Cística 
 

O “Programa Nacional de Triagem Neonatal” incorporou a triagem para fibrose 

cística no Brasil desde 2001. O teste de triagem tem uma sensibilidade de 87% e se baseia 

no fato que a doença é detectada a partir da enzima pancreática tripsinogênio 

imunorreativo (TIR), que em virtude da obstrução dos canalículos e ductos pancreáticos 

encontra-se elevada na corrente sanguínea de recém-nascidos (MOCELIN et al., 2017). 

Antes da descoberta do gene CFTR e da incorporação na triagem neonatal, o diagnóstico 

da FC era essencialmente baseado em critérios clínicos do paciente e pelo resultado do 

teste de eletrólitos do suor (MISHRA; GREAVES; MASSIE, 2005). O teste dos 

eletrólitos no suor foi descrito por Gibson e Cooke em 1959 que tem por princípio a 

dosagem do Cloro no suor sendo estimado que o íon esteja elevado em cerca de 98-99% 

dos pacientes com FC (MATTAR et al., 2010). 
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Além de testes de detecção laboratorial, alguns sinais clínicos ao nascimento 

também podem indicar o diagnóstico de FC, como o íleo meconial, que ocorre em cerca 

de 10 a 20% dos recém-nascido. Esta condição é em decorrência do espessamento de 

secreções intestinais que resultam na passagem tardia do mecônico provocando a 

obstrução intestinal (MISHRA; GREAVES; MASSIE, 2005). 

Com a evolução de métodos moleculares, foi possível a detecção de variantes no 

gene CFTR, o que proporcionou aos laboratórios uma nova metodologia de diagnóstico 

e permitiu a determinação de quadros leves da doença que antes não eram detectados 

(MISHRA; GREAVES; MASSIE, 2005). Com o surgimento de drogas moduladoras da 

proteína CFTR, como ivacaftor, lumacaftor/ivacaftor, tezacaftor/ivacaftor e 

elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor, a utilização de técnicas laboratoriais capazes de 

determinar a mutação específica do gene se tornaram bastante importantes (ELBORN, 

2013; BARDIN et al., 2021). Estas drogas disponíveis para o tratamento de pacientes 

com FC são específicas para a mutação genética que o indivíduo possui, visto que o 

mecanismo de ação varia de acordo com a deficiência da proteína, podendo atuar 

especificamente como corretores da CFTR, potencializadores do transporte de íons ou 

contribuindo para o aumento da expressão das proteínas (BARDIN et al., 2021). 

 

2.4 Infecção Pulmonar Crônica na Fibrose Cística  
 

Desde o início da vida, o pulmão de um paciente com FC torna-se propício à 

colonização bacteriana e, ao longo dos anos uma grande parte destes indivíduos podem 

ser acometidos por uma doença pulmonar supurativa e obstrutiva progressiva, o que se 

torna a maior causa de morte (GILLIGAN, 1991; GIBSON; BURNS; RAMSEY, 2003). 

No trato respiratório a proteína CFTR altera o equilíbrio eletrolítico na mucosa, o que 

provoca a excessiva absorção de água do lúmen, diminuindo a quantidade de água na 

superfície fluídica das vias aéreas, influenciando diretamente nas propriedades 

viscoelásticas do muco que recobre a via respiratória (LEIGH et al., 2009). Isto leva ao 

comprometimento das funções mucociliares, propiciando a colonização bacteriana nas 

vias aéreas destes pacientes (LEIGH et al., 2009; LUTZ et al., 2011). Devido a isso, 

ocorrem infecções recorrentes o que pode resultar em uma atrofia da glândula da 

submucosa com produção excessiva de muco causando um dano permanente ao tecido 

(MISHRA; GREAVES; MASSIE, 2005). 



 
 

 
 

22 

Ao longo de décadas houveram avanços importantes no cuidado de pessoas com 

FC, acarretando em melhoria substanciais na sobrevivência destes pacientes. Esta 

evolução pode estar associada a introdução de medicamentos eficazes, acompanhamento 

ambulatorial dos pacientes, suporte nutricional, etc. (PLANT et al., 2013). Entretanto, o 

aumento na sobrevida do paciente levou a uma porção crescente de adultos com fibrose 

cística, o que acarretou em uma população mais velha e com doença pulmonar muito 

grave. 

 

2.4.1 Patógenos relacionados à infecção pulmonar 
 

A doença respiratória crônica é consequência de diversos fatores, como o aumento 

da resposta inflamatória devido ao processo infeccioso e aos produtos do metabolismo 

bacteriano (RAMPHAL et al., 1980). A colonização e/ou infecção do tecido pulmonar, 

se dá de maneira precoce e na forma de biofilmes (agregado celulares), o que torna os 

microrganismos mais protegidos da ação de antibióticos e da resposta imune do 

hospedeiro (LUTZ et al., 2011; CANTIN et al., 2015). 

O perfil infeccioso do trato respiratório de pacientes com FC é bem conhecido e 

está diretamente associado à faixa etária dos indivíduos (GIBSON; BURNS; RAMSEY, 

2003; LUTZ et al., 2011). Dentre os microrganismos frequentementes associados à 

doença respiratória, pode-se citar: Haemophilus inluenzae e Staphylococcus aureus em 

pacientes jovens com FC, e a Pseudomonas aeruginosa como o patógeno mais 

comumente associado ao longo da vida adulta (GIBSON; BURNS; RAMSEY, 2003).  

O Staphylococcus aureus é uma das principais bactérias a causar infecções 

pulmonares em pacientes com FC, sendo que a instalação deste microrganismo é seguida 

de redução progressiva da função pulmonar (ESPOSITO et al., 2019). A aquisição do S. 

aureus está relacionada ao transporte nasal da via aérea superior para a inferior, 

provocando a colonização do pulmão desde os primeiros anos de vida de pacientes com 

FC (BOUTIN; DALPKE, 2017; ESPOSITO et al., 2019). O transporte desta bactéria para 

o trato respiratório inferior, somado à mudança composicional do muco nestes pacientes 

aumenta a probabilidade de infeção das vias aéreas por outros patógenos (BOUTIN; 

DALPKE, 2017). Relatos na literatura indicam que o S. aureus pode auxiliar à P. 

aeruginosa a se instalar no pulmão de pacientes com FC (BOUTIN; DALPKE, 2017). A 

coinfecção por S. aureus e P. aeurginosa desencadeia um desfecho ruim no paciente com 
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FC, e está diretamente ligada a um aumento de episódios de exacerbação pulmonar 

quando comparados à pacientes monoinfectados (LIMOLI et al., 2017). 

Infecções por P. aeruginosa são mais frequentes a partir dos 18 anos de vida do 

paciente quando pode se tornar crônica principalmente devido a capacidade desta bactéria 

crescer em biofilme somado as características singulares do pulmão do paciente com FC 

(LYCZAK; CANNON; PIER, 2002; GIBSON; BURNS; RAMSEY, 2003). Uma vez no 

pulmão, a P. aeruginosa pode alterar suas propriedades fenotípicas, tornando-se mucóide 

devido à produção de alginato, o que desencadeia em uma infecção mais persistente 

(LUTZ et al., 2011). Sabe-se que o alginato possui uma função protetora em um ambiente 

relativamente hostil onde as bactérias são submetidas continuamente a um estresse 

oxidativo (HENTZER et al., 2001). Um mesmo genótipo mucóide pode permanecer 

colonizando o paciente e ser isolado em múltiplas amostras do mesmo indivíduo ao longo 

da vida, mesmo após antibioticoterapia (SILBERT; BARTH; SADER, 2001). 

 

2.4.1.1 Complexo Burkholderia cepacia 
 

A espécie foi descrita por Palleroni e Holmes em 1981 e foi, em um primeiro 

momento, taxonomicamente classificada como Pseudomonas cepacia e, reclassificada 

em 1992 como Burkholderia cepacia  (PALLERONI AND HOLMES, 1981; 

YABUUCHI et al., 1992). Posteriormente, diversas espécies deste gênero foram 

organizadas em um complexo, formando assim o complexo Burkholderia cepacia, um 

grupo heterogêneo de bactérias Gram negativas, não fermentadoras, composto até o 

presente momento por 22 espécies (BALDWIN et al., 2004; VANDAMME; 

DAWYNDT, 2011). 

As bactérias que compõem o complexo são as mais estudadas e conhecidas, 

entretanto, o gênero é composto por cerca de 100 espécies, altamente prevalentes em 

plantas e no meio ambiente (ESTRADA-DE LOS SANTOS et al., 2016). Um estudo 

demonstrou que o gênero Burkholderia poderia ser dividido em dois grupos filogenéticos 

distintos (ESTRADA-DE LOS SANTOS et al., 2013). Foi proposto, ainda, que as 

espécies comumente encontradas em plantas fossem reclassificadas em gêneros 

Caballeronia ou Paraburkholderia, mas alguns critérios ainda são necessários para essa 

mudança (SAWANA; ADEOLU; GUPTA, 2014). Cabe ressaltar que o número de 

espécies do gênero Burkholderia está aumentando constantemente, com muitas espécies 

sendo descritas nos últimos 10 anos, o que torna complexo agrupar as várias espécies em 
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diferentes grupos filogenéticos ou mesmo descrever novos gêneros (ESTRADA-DE LOS 

SANTOS et al., 2016). 

Algumas espécies, principalmente membros do Bcc, possuem um significado 

clínico importante e podem ser identificadas ao longo do curso da FC. Mesmo com os 

avanços no tratamento das últimas duas décadas, infecções por essas bactérias ainda 

apresentam um impacto considerável na morbidade e na mortalidade desses pacientes 

(DREVINEK; MAHENTHIRALINGAM, 2010). Em alguns indivíduos fibrocísticos a 

infecção evolui para uma pneumonia necrotizante com uma rápida evolução a óbito, por 

outro lado, alguns pacientes colonizados podem não ter um impacto adverso importante 

(LIPUMA et al., 2001). Essas diferentes manifestações clínicas sugerem divergências no 

potencial patogênico entre as cepas do Bcc, e demonstram a heterogeneidade dessas 

espécies (MAHENTHIRALINGAM, 2000). 

É importante mencionar que, dentre as espécies do Bcc, alguns isolados 

apresentam diversidades intra-espécies como por exemplo Burkholderia cenocepacia III, 

sendo classificada em 4 diferentes genomovares: A; B; C; D. Apesar de todas as espécies 

do complexo estarem associadas a um mau prognóstico, pacientes colonizados com B. 

cenocepacia apresentam uma drástica redução das funções pulmonares e uma diminuição 

da sobrevida (GRAINDORGE et al., 2010). B. cenocepacia, quando associada à 

indivíduos com FC, é responsável pela “síndrome cepacia”, uma infecção pulmonar 

necrotizante com alto índice de mortalidade, mais comumente associada ao genomovar 

IIIA (ISLES et al., 1984; BALDWIN et al., 2004; DREVINEK; 

MAHENTHIRALINGAM, 2010). 

Relatos na literatura demonstram que em torno de 66% pacientes com 

B. cenocepacia sobrevivem apenas 5 anos após a aquisição deste microrganismo, o que é 

muito preocupante, pois, pacientes portadores de Pseudomonas aeruginosa possuem uma 

sobrevida superior à 85% (DREVINEK; MAHENTHIRALINGAM, 2010). Ainda, 

Burkholderia spp apresentam elevada taxa de transmissão entre pacientes com FC, o que 

torna complexo o controle e o tratamento das infecções por Bcc em pacientes com FC 

(GRAINDORGE et al., 2010; VANDAMME; DAWYNDT, 2011; SCOFFONE et al., 

2017). 

 

2.4.1.1.1 Diagnóstico laboratorial de Bcc 
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A identificação convencional por métodos fenotípicos não permite a diferenciação 

de todas as espécies de Bcc, sendo necessário o uso de técnicas de identificação 

molecular. As principais metodologias moleculares utilizam primers para o locus do gene 

rec-A (MAHENTHIRALINGAM, 2000) ou para o 16S rDNA. Métodos moleculares, 

podem apresentar custo elevado e requerem expertise técnica e, muitas vezes, estes 

fatores inviabilizam a utilização destas metodologias na identificação dos isolados em 

laboratórios de microbiologia de rotina. 

O MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption-Ionization Time of Flight 

– Mass Spectrometry) é uma tecnologia que surgiu nos últimos anos e que permite a 

identificação de microrganismos de forma rápida e precisa através de técnica de 

espectrometria de massas com base no perfil proteico da amostra bacteriana o qual é 

comparado com um banco de dados pré-estabelecido. O sistema MALDI-TOF apresenta 

ótima capacidade para identificar bactérias, inclusive não-fermentadoras. Visto que, à 

medida que esta técnica se torna amplamente usada, os bancos de dados ficam mais 

completos e melhoram ainda mais a confiabilidade na identificação. 

 

2.5 Microbioma 
 

O gene do 16S rRNA é um componente da subunidade 30S dos ribossomos de 

procariotos e é amplamente utilizado na avaliação filogenética bacteriana em virtude de 

a taxa evolutiva ser extremamente conservada e apresentar regiões variáveis e constantes 

entre as espécies (FANER et al., 2017). O grau evolutivo de conservação do gene está 

relacionado ao fato de ser um componente crítico da função celular bacteriana 

(CLARRIDGE, 2004). O 16S rRNA possui cerca de 1.500 pares de bases sendo um gene 

longo o suficiente para fornecer informações sobre polimorfismos intraespecíficos 

(CLARRIDGE, 2004). Sendo assim, a comparação das sequências do gene 16S rRNA 

permite a diferenciação no nível de gênero para praticamente todas as principais bactérias, 

ou até mesmo, classificar os isolados bacterianos em vários níveis, como em espécie e 

subespécie. 

As tecnologias de métodos de sequenciamento de ácidos nucleicos evoluíram 

significativamente nos últimos tempos principalmente pela melhoria da qualidade dos 

produtos das sequências amplificadas e pela velocidade de compartilhamento de dados 

(CLARRIDGE, 2004). O sequenciamento de nova geração (Next Generation Sequencing 

– NGS) começou a ser utilizado entre os anos de 2004-2006 e, é uma tecnologia 
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empregada em diversas áreas por possuir a capacidade de gerar grande quantidade de 

informação (HU et al., 2021). A técnica de NGS em equipamento Illumina é baseada em 

“sequenciamento por síntese” por tecnologia de terminação reversível marcada com 

fluorescência e o produto final é baseado na leitura óptica da incorporação de nucleotídeos 

(GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016; HU et al., 2021). 

 O uso de técnicas de sequenciamento gera uma grande quantidade de dados 

gerados por amostra analisada (CALLAHAN; MCMURDIE; HOLMES, 2017) sendo que 

um dos fatores limitantes na determinação do microbioma é a análise de bioinformática, 

principalmente se a identificação das sequências de 16S rRNA são representativas da 

biota pulmonar. Existem duas formas de quantificar a diversidade e a composição das 

comunidades microbianas: as OTU (Operatinal Taxonomic Unit) e ASV (Amplicon 

Sequence Varianst). OTUs é baseada em uma distinção das sequências onde as leituras 

suficientemente semelhantes em um banco de dados de referência são agrupadas 

(CALLAHAN; MCMURDIE; HOLMES, 2017). Já os métodos de análises baseados em 

ASV distinguem variantes de sequência que diferem em apenas um nucleotídeo o que 

permite uma maior sensibilidade e especificidade ao discriminar os padrões ecológicos 

(CALLAHAN; MCMURDIE; HOLMES, 2017). Este modelo (ASV) tem a capacidade 

de distinguir entre a variação biológica “verdadeira” das que foram provavelmente um 

erro de sequenciamento (CHIARELLO et al., 2022). Sendo assim, pode-se indicar que os 

métodos de ASV disponíveis oferecem uma melhor resolução e maior precisão do que as 

sequências geradas a partir de OTUs. 

 

2.5.1 Microbioma pulmonar 
 

Os pulmões de indivíduos sadios eram considerados órgãos estéreis, visto que 

técnicas de cultivo microbiológico tradicionais continuamente produziam resultados 

negativos (DICKSON et al., 2016). O conceito de que o trato respiratório inferior poderia 

ser composto por uma comunidade microbiana diversa levantou novas hipóteses 

relacionadas à patogênese de doenças (DICKSON et al., 2016). A avaliação do 

microbioma pulmonar foi possível a partir de técnicas cultivo-independentes, através de 

técnicas de metagenômicas, com o sequenciamento do gene do 16S rRNA. Relatos na 

literatura sugerem que o microbioma das vias respiratórias de indivíduos saudáveis deva 

ser mais diversificado em comparação àqueles com alguma doença pulmonar crônica 

(BLAINEY et al., 2012; FRANÇOISE; HÉRY-ARNAUD, 2020). 
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Um número crescente de estudos vem caracterizando a composição da microbiota 

das vias aéreas dos pacientes com FC (Tabela 1) os quais, na sua maioria, objetivam 

estabelecer algum tipo de correlação do microbioma respiratório com a evolução clínica 

dos portadores da doença (HARRIS et al., 2007; LYNCH, 2009; COBURN et al., 2015). 

O microbioma das vias aéreas de pacientes com FC é bastante complexo, mas alguns 

estudos relataram que uma redução da diversidade da comunidade bacteriana e o 

predomínio de um patógeno específico está associada à faixa etária, uso de antibióticos, 

diminuição da função pulmonar, aderência do microrganismo e progressão da doença 

(COX et al., 2010; ZHAO et al., 2012; CARMODY et al., 2013; COBURN et al., 2015; 

MUHLEBACH et al., 2018). Ainda, sabe-se que estes pacientes podem apresentar 

mudanças marcantes na estrutura do microbioma em quadro de exacerbação da doença 

enquanto que pacientes saudáveis demonstram muito pouca alteração na diversidade 

bacteriana (HUANG; LIPUMA, 2016). Cabe ressaltar que a comunidade do microbioma 

é transitória e desafia estratégias atuais de tratamento, uma vez que estes parâmetros se 

relacionam com a resposta clínica e a evolução do quadro clínico (SMITH et al., 2014). 

 

Tabela 1. Estudos de microbioma pulmonar de pacientes com Fibrose Cística.  

Referências Ano  
Número 

de 
Pacientes 

Total de 
Amostras 

Tipo de 
Estudo 

Tipo de 
Amostra 

Local do 
Estudo 

Leite et al.  2020 5 25 Longitudinal Escarro Brasil 

Garcia-Nuñez et 

al. 
2020 17 107 Longitudinal Escarro, 

Swab de 

nasofaringe, 

lavado nasal  

Espanha 

Muhlebach et al. 2018 46 71 Longitudinal LB* Austrália 

Carmody et al. 2018 111 630 Longitudinal Escarro 

Estados Unidos 

da América 

Whelan et al. 2017 6 ˜150 Longitudinal Escarro Canadá 

Mahboubi et al. 2016 - 945 - Escarro 

Estados Unidos 

da América 

Coburn et al. 2015 269 269 Transversal Escarro Canadá 

Blainey et al. 2014 16 - Transversal Escarro 

Estados Unidos 

da América 

Smith et al. 2014 23 54 Longitudinal Escarro Austrália 

Zhao et al. 2012 6 126 Longitudinal Escarro 

Estados Unidos 

da América 
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Fodor et al.  2012 23 23 Transversal Escarro 

Estados Unidos 

da América 

Cox et al. 2010 63 - Longitudinal Escarro 

Estados Unidos 

da América 

*LB: Lavado Broncoalveolar. 

  

 Garcia-Nuñez et al. (2020) observaram que a composição microbiana dos 

brônquios comparada à via aérea superior apresenta diferenças significativas em estágio 

inicial da doença, como em pacientes mais jovens. Cox et al. em (2010), relataram que 

pacientes adultos com FC exibem uma menor diversidade bacteriana sendo que essa 

diminuição nas vias aéreas estaria fortemente correlacionada com a perda de função do 

órgão e com o surgimento de espécies competitivamente dominantes, como, os membros 

das famílias: Pseudomonadaceae, Burkholderiaceae e Xanthomonadaceae. Em 2014, 

Smith e colaboradores, avaliaram a interação do microbioma do paciente com 

exacerbação da doença pulmonar durante a antibioticoterapia, e relataram uma 

diminuição na predominância de Pseudomonas aeruginosa e um aumento da 

heterogeneidade da microbiota, durante a primeira semana do tratamento. Esta mudança 

pode ser um indicativo de sucesso no tratamento se o microbioma permanecer nas 

mesmas proporções tornando-se um parâmetro preditor de resposta clínica (SMITH et al., 

2014). 

Outros estudos sugerem que a diversidade do microbioma pode diminuir em 

pacientes com a doença pulmonar progressiva típica, devido à antibioticoterapia, o que 

pode causar a seleção de uma espécie, o que apresenta uma relação direta com doenças 

inflamatórias mais graves (COX et al., 2010; ZHAO et al., 2012; FLIGHT et al., 2015). 
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3. MARCO CONCEITUAL 
 

Um dos órgãos mais acometidos na FC é o pulmão, em virtude do distúrbio de 

transporte de íons cloreto pela proteína CFTR. O mal funcionamento da CFTR provoca 

um acúmulo do muco nas vias aéreas, esse muco espesso é um ambiente propício para a 

colonização bacteriana. Com isso, a presença de bactérias patogênicas no trato 

respiratório estimula o processo inflamatório e isso se torna recorrente e crônico. O 

diagnóstico laboratorial, através de técnicas de cultura permite a identificação de 

patógenos quando as células bacterianas estão viáveis para cultivo e presentes em 

quantidades significativas. As técnicas moleculares, que são cultura independente, 

permitem determinar a microbiota do trato respiratório bem como indicar a abundância 

das bactérias que compõem o microbioma. 

 

 
Figura 2. Marco conceitual da infecção pulmonar em pacientes com Fibrose Cística.  
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4. JUSTIFICATIVA 
 

O espectro da FC vem se modificando ao longo do tempo (SALSGIVER et al., 

2016) uma vez que a expectativa de vida dos pacientes está aumentando. Antigamente, o 

manejo clínico da FC era de domínio pediátrico, visto que, nas décadas de 40 e 50 poucos 

pacientes alcançavam a idade adulta (CASTELLANI et al., 2018). Atualmente, com a 

longevidade dos pacientes tem sido observado uma mudança na evolução da doença 

pulmonar crônica e isso pode ocasionar alteração da diversidade da comunidade 

bacteriana. 

À medida que a gravidade da doença pulmonar evolui, a composição da 

microbiota se altera, devido às condições de crescimento de patógenos e ao desequilíbrio 

entre as comunidades microbianas (DICKSON et al., 2016). As amostras do trato 

respiratório inferior de pacientes com FC tem sido avaliada por metodologias de cultivo 

tradicionais, os quais são capazes de isolar microrganismos quando estão viáveis e em 

quantidades relativamente abundantes no trato respiratório do paciente. 

Uma análise mais ampla da biota pulmonar de pacientes com fibrose cística pode 

auxiliar no manejo clínico destes. As infecções respiratórias são as maiores causas de 

morbidade e mortalidade na FC, sendo que os episódios de exacerbação da doença têm 

sido relacionados a identificação de patógenos através da cultura bacteriológica 

convencional como, por exemplo cepas do complexo Burkholderia cepacia. É importante 

considerar que a ausência no isolamento dos patógenos classicamente associados a 

doença respiratória em FC por técnicas de cultivo-dependentes muitas vezes não significa 

a erradicação deste patógeno da microbiota das vias respiratórias. Leite e colaboradores 

em 2020, sugeriram que as informações sobre o microbioma podem contribuir para a 

melhoria do tratamento de pacientes com FC, em especial, para pacientes com resultados 

negativos de cultura. Esses autores descreveram o caso de um paciente com piora do 

estado clínico e sem resultados importantes na cultura bacteriológica, mas a análise do 

microbioma deste paciente indicou um aumento na abundância de Pseudomonas spp. 

Com base nesta informação o tratamento foi direcionado e houve uma melhora 

significativa do paciente (LEITE et al., 2020). 

Deste modo, a avaliação da microbiota pulmonar de pacientes com FC com o 

auxílio de ferramentas de bioinformática mais acuradas, é importante para determinar a 

comunidade bacteriana, antecipando a identificação de patógenos típicos da FC. 
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5. OBJETIVOS 
 
5.1 Objetivo primário 

 

Avaliar a característica da comunidade bacteriana das vias aéreas de pacientes 

com Fibrose Cística através da determinação do microbioma pulmonar. 

 
5.2 Objetivos secundários 
 

• Padronizar a técnica de extração de DNA para o sequenciamento do microbioma 

no escarro de pacientes. 

• Comparar o microbioma com os resultados da cultura convencional e análises 

genotípicas do escarro de pacientes. 

• Relacionar o microbioma do paciente frente a grupos com diferentes mutações 

genéticas no gene CFTR. 

• Determinar os gêneros predominantes no microbioma.  

• Avaliar de forma transversal o microbioma em indivíduos com FC.  
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
  

O acompanhamento da doença respiratória infecciosa de pacientes com FC tem 

sido feito a partir de dados gerados pelo laboratório de microbiologia os quais 

tradicionalmente utilizam técnicas baseadas em cultura bacteriológica. Resultados 

positivos de cultura bacteriológica dependem da presença de células bacterianas viáveis 

e em quantidade significativa do patógeno na amostra clínica. Assim, uma eventual piora 

do quadro clínico do paciente fibrocístico pode não ser acompanhada de resultados 

positivos na cultura bacteriana devido as limitações dessa técnica. Portanto, a 

identificação, pela análise do microbioma, de patógenos clássicos da doença respiratória 

em FC como, por exemplo, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e 

complexo Burkholderia cepacia, seria uma informação importante a ser considerada 

principalmente quando o exame cultural apresentar resultado negativo. Cabe ressaltar 

que, embora a técnica de sequenciamento detecte a presença do DNA na amostra clínica 

e não necessariamente a viabilidade das células, a identificação do material genético de 

patógenos clássicos da FC na via respiratória dos pacientes deveria ser considerada na 

terapêutica dos pacientes. 

A utilização de técnicas de sequenciamento para avaliar o microbioma não deveria 

ser a única forma de obter informação sobre a comunidade microbiana, mas deveria ser 

utilizada de forma complementar às metodologias de cultivo. 

Cabe mencionar que a identificação bacteriana, em especial de bacilos Gram 

negativos não-fermentadores da glicose, nas técnicas cultivo-dependente foi muito 

otimizada com o uso da tecnologia de espectrometria de massas como o MALDI-TOF 

MS o qual permite a identificação bacteriana de forma rápida e muito precisa a partir da 

colônia bacteriana. Esta metodologia pode ser uma ferramenta muito útil na identificação 

de bactérias do Bcc, visto que a identificação convencional por provas bioquímicas destas 

bactérias é bastante limitada. Cabe ressaltar que a infecção pulmonar pelo Bcc geralmente 

é crônica e refratária à terapia e casos mais graves da doença estão associadas à B. 

cenocepacia, espécie pertencente ao complexo. Conforme apresentado no “Artigo III” 

desta tese, o MALDI-TOF MS mostrou-se muito eficiente na diferenciação de B. 

cenocepacia de outras espécies do Bcc.  

A evolução no tratamento de pacientes com FC permitiu um aumento significativo 

na expectativa de vida desses indivíduos. Dentre os fatores que tem contribuído 

significativamente para isso pode-se citar o surgimento de medicamentos baseados nas 
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mutações genéticas do indivíduo (como os moduladores da proteína CFTR), a integração 

de diversos profissionais à uma equipe de suporte a esses pacientes e o aprimoramento de 

técnicas de identificação laboratorial de patógenos. Nessa linha, a análise do microbioma 

do trato respiratório deveria também ser considerada como mais uma informação na 

avaliação geral da condição clínica dos pacientes fibrocísticos. 
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS 
 

Ao longo das décadas diferentes abordagens terapêuticas vêm sendo propostas 

para a melhora da condição clínica dos pacientes com FC. Dentre as diversas formas de 

abordagens clínicas, Høiby e colaboradores em 1993 propuseram a “Quimioterapia de 

manutenção”, na qual pacientes são internados no hospital, independentemente de 

estarem com um quadro de exacerbação pulmonar, para receber tratamento com 

antibióticos. Entendia-se que essa abordagem seria capaz de aumentar drasticamente a 

sobrevida dos pacientes, visto que o objetivo era tratar antes da cronicidade da infecção 

respiratória. A limitação dessa proposta está relacionada ao tratamento sem um 

conhecimento, mesmo que mínimo, da composição da microbiota pulmonar do paciente. 

Assim, a implementação da avaliação do microbioma de forma rotineira conforme 

protocolos estabelecidos em centros de FC poderia ser uma ferramenta útil para fazer uma 

monitorização do estado da via aérea desses pacientes, principalmente após o tratamento 

para erradicação de determinados patógenos. 
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CAPÍTULO ESPECIAL 

A pandemia de COVID-19. 
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9. A PANDEMIA DE SARS-CoV-2 
 

9.1 Voluntariado no Laboratório de Diagnóstico de SARS-CoV-2 – LabCovid 

 

Desde o início de 2020, a pandemia de COVID-19 provocou um impacto global 

de proporções nunca antes vistas. Houve uma mobilização em diversos centros de 

referência para a implementação de laboratórios que realizassem o diagnóstico 

laboratorial da doença de forma rápida. Em março de 2020, o Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre iniciou o diagnóstico de SARS-CoV-2 (síndrome respiratória aguda grave 

do coronavírus 2) em um laboratório temático: o LabCovid (Laboratório de Diagnóstico 

de SARS-CoV-2), coordenado pelo Prof. Dr. Afonso Luís Barth. O laboratório contou 

com profissionais de diversos setores do hospital e também com três bolsistas de pós-

graduação em caráter voluntário. Durante todo o ano de 2020 e 2021 eu fui voluntária no 

LabCovid atuando ativamente no diagnóstico de SARS-CoV-2 e participando de projetos 

de pesquisa que auxiliassem no combate à pandemia sendo que até o presente momento 

nosso grupo publicou nove artigos em revistas científicas. Dos artigos publicados pelo 

nosso grupo, tive a oportunidade de participar como primeira autora em três e como co-

autora nos outros seis trabalhos.  

A oportunidade de atuação no LabCovid, durante a pandemia, permitiu ampliar 

meu conhecimento de biologia molecular, por trabalhar diretamente na melhoria dos 

testes utilizados para o diagnóstico de SARS-CoV-2. Devido ao cenário pandêmico, 

existia a necessidade do aprimoramento das técnicas utilizadas, com isso, pude participar 

da validação da técnica de meia reação de qPCR utilizada pelo laboratório bem como na 

técnica de multiplexação, onde foi possível aumentar o número de testes por lote de 

corrida. Ainda, no contexto da pandemia, eu tive a oportunidade de participar de um 

ensaio clínico para avaliar a utilização de Plasma Convalescente em pacientes com 

COVID-19. Neste estudo pude contribuir com a realização de testes de ELISA (ensaio de 

imunoabsorção enzimática) para determinação dos marcadores inflamatórios: IL-6 e 

TNFa. 

Cabe ressaltar que como voluntária, durante o período de pandemia pude 

participar ativamente do sequenciamento do genoma do SARS-CoV-2. O LABRESIS 

(laboratório temático de pesquisa em resistência antimicrobiana do Centro de Pesquisa 

Experimental) foi responsável pelo sequenciamento do genoma completo de 260 

amostras clínicas de pacientes e, assim, foi possível contribuir com a vigilância genômica 
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do SARS-CoV-2 na nossa região, especialmente, em Porto Alegre/RS. Embora o 

sequenciamento que realizamos no período de pandemia seja para vírus, a técnica de NGS 

é a mesma utilizada para o sequenciamento genômico bacteriano e semelhante ao tema 

da minha tese de doutorado (microbioma). Somado a isso, eu atualmente participo de dois 

projetos de SARS-CoV-2 no Hospital de Clínica de Porto Alegre que envolvem outras 

técnicas de sequenciamento: “Determinação do viroma em amostras de swab 

naso/orofaríngeo coletadas durante a pandemia de COVID-19” e “Otimização de um teste 

presuntivo de VOC (variant of concern) via sequenciamento de Sanger da porção RBD 

(receptor binding domain) da proteína da espícula viral de SARS-CoV-2”. 

 A pandemia de COVID-19 é uma realidade que afetou a todos durante os anos de 

2020-2022, exatamente no período do meu doutorado e eu me senti no dever, como vários 

outros profissionais da saúde, de participar de alguma forma no combate à pandemia 

sendo que o meu envolvimento no LabCovid, afetou o tempo que eu teria para o meu 

projeto específico de doutorado (avaliação do microbioma de pacientes com FC). 

Entretanto, este período me permitiu aprimorar e aprender técnicas moleculares de ponta 

e apesar de todo o impacto da pandemia, posso afirmar que minha atuação no combate 

contribuiu significativamente para a minha formação profissional. 

 
9.2 Contextualização Histórica da Pandemia de SARS-CoV-2 

 

O início da epidemia do novo coronavírus está relacionada ao mês de dezembro 

de 2019 quando vários pacientes foram diagnosticados com uma pneumonia viral de 

origem desconhecida, mas de associação epidemiológica dos casos dessa doença ao 

mercado de frutos do mar de Huanan na cidade de Wuhan, província de Hubei, China 

(SOFI; HAMID; BHAT, 2020). Em 30 de janeiro de 2020 a Organização Mundial da 

Saúde (OMS) decretou pandemia de COVID-19, causada por esse novo coronavírus, o 

SARS-CoV-2. 

A disseminação do SARS-CoV-2 em todo o mundo aumentou significativamente 

a demanda sobre a infraestrutura dos sistemas de saúde. Os laboratórios tiveram 

dificuldade em adquirir insumos para a realização de testes diagnósticos e iniciou-se a 

busca por alternativas diagnósticas que poupassem reagentes e agilizassem o tempo de 

liberação de exames. Sendo assim, diferentes testes diagnósticos foram utilizados com 

diferentes propósitos: como triagem de indivíduos assintomáticos, pré-sintomáticos e 

sintomáticos em risco; testes confirmatórios; diagnóstico diferencial de linhagens; 
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vigilância epidemiológica; monitoramento de surtos, entre outros (VANDENBERG et 

al., 2021). Durante os meses de pandemia, todas as tecnologias disponíveis foram 

exploradas para desenvolver rapidamente testes de detecção altamente sensíveis e 

específicos para SARS-CoV-2 (VANDENBERG et al., 2021). 

 Ainda, o vírus se adaptou e evoluiu rapidamente ao redor do mundo, apresentando 

uma alta diversidade genética (YUAN et al., 2020). Semelhante a muitos vírus de RNA, 

o SARS-CoV-2 tem evoluído para novas variantes conforme ocorre o aumento na 

transmissão da doença entre indivíduos (KANNAN et al., 2021). Embora, a maioria das 

mutações tenha pouco ou nenhum impacto nas propriedades do vírus, algumas alterações 

podem conferir maior transmissibilidade viral, agravar a doença ou influenciar no 

desempenho de vacinas e em ferramentas de diagnóstico. Devido à essas características, 

algumas variantes ganharam maior importância sendo que a Organização Mundial da 

Saúde propôs uma classificação em três classes: 1) Variante de Preocupação (VOC), 2) 

Variante de Interesse (VOI) e 3) Variante de Monitoramento (VOM) (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2021).   

Mesmo com todos os esforços de contenção, mais de um ano após a declaração 

de pandemia, a alta disseminação do vírus tem levado cada vez mais ao aparecimento de 

variantes de importância epidemiológica. Essa rápida evolução viral desencadeou novas 

ondas de surto de COVID-19 aumentando drasticamente o número de novos casos, óbitos 

e o impacto global em diversos setores da economia. 

Pode-se afirmar que em um primeiro momento os esforços estavam direcionados 

à detecção do SARS-CoV-2 em amostras clínicas. Entretanto, além da detecção do vírus 

foi observado a necessidade de discriminar as suas linhagens para, se necessário, 

estabelecer medidas de contenção destas. Nos dias de hoje, mais de dois anos após o 

decreto da pandemia, é ainda enfatizado a importância do diagnóstico precoce de COVID-

19. 
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10. ARTIGOS DE SARS-COV 2 COMO PRIMEIRO AUTOR 
 
10.1 Artigo: Utilização de pool para otimizar o diagnóstico de SARS-CoV 2 
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10.2 Caso clínico da VOC P1(Gamma) 
 
Article Type: Letter to the Editor 

 

Early detection of the SARS-CoV-2 P.1 variant in Rio Grande do Sul, Brazil: a case 

report 
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ANEXOS IV – Capítulo de Livro.  
 Capítulo de livro escrito para a “Becton Dickinson (BD)” sobre outras aplicabilidades 
do MALDI-TOF MS. 
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APÊNDICE I – Diretriz Metodológica. 
 
Artigo I da Tese – STROBE 
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