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E com grande satisfagdo que publicamos a 23? edigdo da Revista Microbiologia in
Foco. Nas préximas edicdes a revista serad modificada em sua estrutura para deixa-
-la mais atraente inclusive, com entrevistas e divulgagdo de novidades na area da
microbiologia. Contudo, continuamos com os objetivos iniciais selecionando temas
abrangentes e de interesse na divulgag&o da Microbiologia.

Voltamos a enfatizar que esperamos e contamos com a colaboragao ativa dos leito-
res sugerindo temas e encaminhando artigos para publicacéo.

Esperamos que comunidade de microbiologistas continue a colaborar ativamente
para que essa iniciativa possa alcangar o objetivo de divulgar a microbiologia nos
mais diversos setores da comunidade brasileira.

Lembramos que a revista é de informagéo e divulgagdo e é composta de varias
segles:

Segdo 1: Ciéncia in foco: artigos de informagao sobre temas relevantes

Secao 2: Resenhas: comentarios sobre livros

Segao 3: Resumos comentados de trabalhos cientificos relevantes

Secdo 4: Homenagem a profissionais com destaque na fundagéo da SBM e no
desenvolvimento da Microbiologia

Segéo 5: Ensino em Microbiologia

Secao 6: Departamento in Foco: Departamentos em destaque: Noticias de interes-
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Ciéncia in Foco

MICROBIOLOGIA NO ENSINO
SUPERIOR: “ADOTE UMA
BACTERIA!” (E O FACEBOOK"®)!

Domingos Alexandre Ciccone Botte'!, Renata Damasio de Souza', Marco Aurélio Floriano

Piantola®?, Rubens Prince dos Santos Alves’, Ophelis de Almeida Frangoso Junior' e

Rita de Cassia Café Ferreira’

"Universidade de Sao Paulo, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Departamento de Microbiologia
2Universidade de S&o Paulo, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Departamento de Parasitologia

A ciéncia é essencialmente uma rede
temporal que conecta o passado ao pre-
sente e este ao futuro com o objetivo de
expandir nossas capacidades intelectu-
ais e tecnoldgicas. Ao longo da histéria
varios instrumentos foram desenvolvidos
para ajudar a humanidade a cumprir a
fung@o de transmitir seu legado. Um dos
mais importantes e recentes é a internet,
com suas inimeras redes sociais '.

Mesmo entre os cientistas mais céti-
cos em aceitar sites como o Facebook®,
as redes de trabalho/sociais estdo am-
plamente presentes no cotidiano dos
pesquisadores, seja por meio de aulas,
congressos, orientagdes ou peer-review,
etc. Além disso, todas essas atividades
estdo imbricadas a computagao e as re-
des virtuais, como o PubMed, Scopus, e
tantos outros aplicativos que contribuem
de forma exponencial para o desenvolvi-
mento cientifico 2.

Notoriamente no campo educacional,
diversos estudos indicam que a aplica-
¢ao de ferramentas informaticas aproxi-
mam os atores escolares e maximizam
a construgao cognitiva®*°. Dessa forma,
os professores estdo diante de um novo
desafio: o de inovar seus métodos de en-
sino por meio da insergéo de aplicagdes

multimidia e utilizacdo de redes sociais
na rotina académica.

Pesquisas recentes demonstram
que a tarefa é ardua. O sucesso do uso
das tecnologias de informag&o e comu-
nicagdo no ambiente escolar depende
de varios fatores: (i) infraestrutura da
instituicdo de ensino, (i) ementa da
disciplina, (iii) capacidade do professor
para estruturar e aplicar programas de
ensino da maneira adequada, (iv) aces-
so dos alunos a equipamentos °. Porém,
é importante frisar que n&do se prende a
atengdo de alunos apenas ligando com-
putadores, projetores e iniciando uma
apresentacdo de PowerPoint. Por ve-
zes, tais ferramentas apresentam efeito
oposto ao desejado, aumentando o nd-
mero de estudantes dispersos durante a
au|a 7,8 9;10.

Varios trabalhos de conotagéo peda-
gogica mostram como utilizar as redes
sociais no ensino superior. Portanto,
para inovar na area é necessario que o
professor também conhega a literatura
sobre o tema, tanto para se atualizar
e agregar novas abordagens didaticas
com os alunos, quanto para divulgar o
trabalho que vier a realizar "'. Destaca-
-se que na area de microbiologia, a

Sociedade Americana de Microbiologia
(ASM) patrocina o Journal of Microbio-
logy & Biology Education, a principal
revista voltada para a publicagdo de re-
sultados obtidos no campo.

Dessa maneira, observa-se que a
maioria dos artigos educacionais em mi-
crobiologia sustenta que o uso de prati-
cas pedagdgicas que envolvem informa-
tica, tem impacto positivo nos processos
de aprendizagem, como demonstra a
tabela 1. De fato, hd uma tendéncia em
incluir essas ferramentas tecnoldgicas
nas metodologias docentes dos cursos
regulares de graduagao e de treinamen-
to técnico em dreas clinicas 12 %1415

O ensino de microbiologia esta, de
modo geral, progredindo no pais, porém
ainda enfrenta dificuldades #. Com efei-
to: (i) muitos cursos na area da salde
ndo oferecem disciplinas relacionada a
licenciatura superior; (i) a formagéo de
professores universitarios esta pautada
por pesquisas, produgdes voltadas as
suas respectivas areas de concentra-
¢a0, com pouco investimento nas areas
pedagogica e educacional; (iii) falta de
proximidade do professor de ciéncias
bioldgicas com metodologia de pesqui-
sa qualitativa e de redagéo de textos na

IMICROBIOLOGIA
in foco




TABELA 1 - MATERIAIS PEDAGOGICOS VIRTUAIS PARA ENSINO DE MICROBIOLOGIA

Animagdes http://www.nature.com/nrmicro/animation/index.html 16; 17
Videos http://ocw.mit.edu/courses/biological-engineering/20-106j-systems-microbiology-fall-2006/ 18; 19
Laboratrios virtuais http://webcampus.drexelmed.edu/simulation/microbiology/lab1/ 20
Jogos http://www.nobelprize.org/educational/medicine/tuberculosis/tbc/index.html 21,22
Midias sociais http://www.nature.com/nrmicro/info/info_social_media.html 23
Web 2.0 http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/MicrobeWiki 24
Aplicativos para smartphones/tablets https:/play.google.com/store/apps/details?id=appinventor.ai_flptuon.Urina&hl=pt_BR 25; 26

area de humanas. Como resultado, no
Brasil ainda s&o poucos os grupos de
pesquisa empenhados em desenvolver
técnicas didaticas aplicadas ao ensino
superior %,

No Brasil, o Facebook® abriga a mar-
ca de 76 milhdes de usuarios, que gas-
tam em média 12,5 horas por més lendo
e postando conteudo na plataforma.
Desse modo, foi imperativa a escolha
dessa rede social para a base do pro-
jeto. Destacamos que diversos trabalhos
na area de educagdo apontam resulta-
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dos positivos na constru¢do do conheci-
mento e troca de informagdes entre os
agentes escolares %35 %, Porém, ainda
existe baixa participagao pela utilizacdo
dessa ferramenta por parte do corpo do-
Cente 10; 37, 38; 39; 40_

Visando contribuir para superar
essas dificuldades, este trabalho apre-
senta um projeto de ensino realizado
no Departamento de Microbiologia do
ICB-USP denominado “Adote uma Bac-
téria!”. O programa, baseado na utiliza-
¢ao do conceito de internet colaborativa

na rede social Facebook®, teve o intuito
de ampliar a troca de informagdes entre
alunos de graduagéo, pés-graduagéo e
professores na disciplina de Bacteriolo-
gia ministrada a alunos do curso de Bio-
medicina (2013).

ADOTE UMA BACTERIA

O projeto “Adote uma Bactéria!”
surgiu da necessidade de agregar o
ambiente virtual com as aulas de gradu-
acdo da disciplina de Bacteriologia com

Figura 1 - Integrantes dos grupos e seus respectivos géneros de estudo. A: Lucas Nishida, Nicolli D. Costa e Souza, Ellen K.
Okuda, Melissa R. de Araujo, Rafael Pegoraro, Pedro de Freitas Ribeiro e Lucas M. G. de Souza. B: Graziely P. de Almeida,
Gabriela C. F. Leite, Lucas Grunheidt, Evelyn H. A. da Mata e Bruno Geise. C: Ayumi C. M. Komino, AnriYamaguchi, Felipe
G. Panicio, Patrick de Castro Neuhaus, Rafaella Jekabson e Plinio L. de Oliveira. D: Eiji Y. de Almeida, Erica O. Barbeiro,
Fernanda M. Honda, Luiza M. P. Morales, Mariana de Mendonca, Nathalia M. de Andrade e Patrizia Dardi. E: Emily A. Ara,
Lais C. Salla, Nicole Kleiber, Oscar T. Perez e Rodrigo A. S. Barreiro. F: Aline C. M. M. Costa, Evelyn T. Rodrigues, Fernanda
F. Terra, Mariana T. Kanbe, Rafaella E. Gattas e Thayla H. H. Yoshida.




TABELA 2 - DESCRICAO DAS ATIVIDADES DOS GRUPOS POR TEMA.

Género bacteriano
A- Neisseria sp

B- Bacillus sp

C- Mycobacterium sp
D- Pseudomonas sp
E- Clostridium sp

F- Streptococcus sp

0 objetivo de potencializar o processo de
ensino-aprendizagem para além da sala
de aula @, Os recursos de informatica,
como apresentado anteriormente, ja séo
amplamente utilizados como ferramen-
tas de ensino em microbiologia, mas a
utilizagéo das redes sociais é muitas ve-
zes colocada em contraponto ao desem-
penho académico. Entretanto, as redes
sociais também podem ser observadas
sob outro prisma e exploradas como ca-
nal de interacdo entre professor-aluno e
aluno-aluno, para maximizar a troca de
informagdes relacionadas & disciplina e
ampliar a difusdo de conhecimento 3 %2,

A metodologia do projeto consis-
tiu em utilizar a rede social Facebook®
como ambiente virtual, devido a ampla
inser¢do e dominio de suas ferramen-
tas por parte dos alunos de graduagéo,
e também a facilidade de divulgagéo de
ideias e posterior discussao®. Desse
modo, o professor responsavel da disci-
plina criou e gerenciou um grupo secre-
to no Facebook® intitulado “Adote uma
Bactérial”  (https://www.facebook.com/
groups/197823390397635/). A principal
vantagem dessa modalidade de grupo
na plataforma consistiu na garantia da
privacidade dos membros e do mate-
rial postado. Adicionalmente, alunos de
pbs-graduagéo vinculados ao programa
foram recrutados para participar como
mediadores, para auxiliar 0s grupos na
discussao das postagens.

Os alunos matriculados na disciplina
de Bacteriologia no segundo semestre
de 2013, da turma de Bacharelado de
2013 em Biomedicina, foram divididos
em 6 grupos (Figura 1) responsaveis
por “adotar” um género bacteriano com
a tarefa de procurar, selecionar, postar
conteldos (artigos, revisdes, anima-
coes, jogos) e responder a questdes pro-
postas relacionadas ao tema de estudo,
durante os 2 meses finais da disciplina

N° de alunos/grupos

N° de mediadores/grupo

5 membros 1
5 membros 1
6 membros 2
6 membros 2
7 membros 1
7 membros 1
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Figura 2 - Analise do tipo de interagdo que cada postagem gerou no grupo
“Adote um bactérial”. Comentarios (o), Likes (o), Comentérios e Likes (A). Os
resultados foram obtidos através da extracdo de dados do grupo com a ferra-

menta Netvizz v1.0. Os resultados estao expressos em numeros absolutos por
postagem gerada e apresentados como média + desvio padréo.

(Tabela 2). O professor e os mediadores
orientaram os alunos na construgdo de
novos conceitos, avaliaram e conduzi-
ram o rumo das postagens com o intuito
de diagnosticar erros conceituais, escla-
recer ddvidas e indicar possiveis topicos
pertinentes aos temas.

A avaliagdo dos alunos se deu por
meio de 5 dispositivos: (i) prova I; (ii)
prova final; (iii) atividade laboratorial;
(iv) diagnéstico continuado na participa-
¢ao no projeto “Adote uma Bactérial” e
apresentagao de um seminario referente
ao género bacteriano adotado (v) Rela-
tério. Para avaliar a percepgédo qualita-
tiva dos alunos utilizou-se os préprios
instrumentos de avaliagdo de disciplina
da utilizados na USP. A andlise dos da-
dos estatisticos extraidos da avaliagao
foi realizada usando o aplicativo Netvi-

zz versdo 1.0 (Digital Methodsinitiative,
Amsterdam, Netherlands) *. Os resulta-
dos basearam-se na média geral da tur-
ma, contagem do nimero de postagens
por grupo e relagédo da quantidade de: (i)
comentdrios, (ii) Likese (iii) comentarios
com Likes por postagem (Figura 2). Os
dados estdo expressos em média com
desvio padrédo. A constru¢do do gréafico
foi realizada no programa Graphpad-
Prism versdo 6.0 (GraphPad software,
San Diego, USA).

Nos dois ultimos meses da disciplina
(durago total 4 meses), foi implementa-
do o projeto em paralelo as atividades
curriculares regulares. Foram geradas
183 postagens ao total na pagina do
grupo, realizadas tanto por estudantes
de graduagdo, por mediadores e pelo
professor (Tabela 2). Em relagdo a es-



tas postagens, cada uma gerou em
média 2.7£3.6 comentarios, 4.7+3.5
likes e 7.4+5.2 comentarios com likes
(Figura 2). Em relagdo ao seminario e
os trabalhos escritos, observamos 6timo
desempenho académico refletido na mé-
dia geral da turma que foi superior a 8.0
(8.7£0.57).

A andlise qualitativa demonstrou
que os alunos avaliaram positivamente
0 uso do Facebook® no projeto “Adote
uma Bactéria!”. Além disso, avaliaram
a iniciativa como pioneira, destacando a
importancia de atividades baseadas em
redes virtuais na vida académica.

Portanto, consideramos que a ativi-
dade foi satisfatdria, atingindo nossos
objetivos iniciais de implementar uma
pratica inovadora no departamento ba-
seada em redes sociais de modo a ex-
pandir o potencial de transmisséo e dis-
cussao de materiais didaticos pertinen-
tes ao curso de maneira extra sala de
aula. Ressaltamos que essa iniciativa foi
nossa primeira experiéncia utilizando si-
tes sociais e iremos continuar implemen-
tando o projeto nas proximas turmas.

Aos alunos da turma de Ciéncias Bio-
médicas (ano 2013). Aos mediadores,
Milene T. Batista, Rafael Cavalcante,
Roberto Nepomuceno, Jaime Amorim,
Ewerton Ferreira, Nathalia Pasternak. Ao
Prof° Dr. Luis Carlos S. Ferreira.
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APLICACAO DA TECNOLOGIA
DE ESPECTROMETRIA

DE MASSA MALDI-TOF

EM LABORATORIOS DE
MICROBIOLOGIA CLINICA

Jodo Nobrega de Almeida Junior'?, Thais Sabato Romano Di Gioia™3, André Mario Doi"*>¢,

RESUMO

Espectrometria de Massa MALDI-
-TOF emerge como tecnologia promis-
sora para identificagdo de bactérias, fun-
gos e actinomicetos. O baixo custo das
andlises, agilidade e possibilidade de
identificagdo diretamente de amostras
clinicas s&o atrativos da nova tecnologia.

As identificacdes sdo realizadas ao
comparar o espectro de massa do anali-
to com espectros de referéncia de banco
de dados. Existem duas plataformas dis-
poniveis no mercado nacional, Microflex
LT™ (Bruker Daltonics/BD Diagnostics)
e VITEK MS™ (BioMérieux), sendo que
esta Ultima ja dispde de registro na AN-
VISA para utilizagdo em laboratdrios de
Microbiologia Clinica. Os desempenhos
das plataformas para identificacdo dos
patdgenos sdo similares e existem al-
gumas limitagdes, como auséncia de
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espectros de referéncia para alguns pa-
tdgenos mais raros. Porém programas
como Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics/
BD) e SARAMIS (BioMérieux) permitem
a criagao de espectros de referéncia ou
super espectros in-house, melhorando
o desempenho das identificagdes. Es-
tudos recentes mostram o potencial da
tecnologia para identificar mecanismos
de resisténcia e para racionalizagdo do
uso de antimicrobianos.

1. INTRODUGAO

A espectrometria de massa (EM) co-
megou a ser aplicada na identificagdo de
microrganismos nos anos 1970 (1).

Porém, o grande impulso para de-
senvolvimento da tecnologia foi dado
em 1987 por Tanaka et al. que conse-
guiram ionizar grandes moléculas por
laser ao utilizar uma matriz composta

por particulas de cobalto e glicerol (2).
A demonstragéo da ionizagéo de protei-
nas através da combinagéo de feixes de
laser de determinado comprimento de
onda e de uma matriz conferiu prémio
Nobel de quimica para Tanaka em 2002
(http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/
chemistry/laureates/2002/).

O principio da tecnologia MALDI-
tempo de voo (time of flight) (MALDI-
TOF) pode ser descrito da seguinte for-
ma: ions de massa e carga diferentes
quando submetidos a um campo elétri-
co se deslocam e a distancia percorri-
da em determinado tempo é fungdo da
relagdo carga/massa. A primeira etapa
consiste em misturar a amostra com a
matriz, e posteriormente evaporagao
dos solventes e cristalizagdo. O depo6-
sito formado pela amostra e pela matriz
é realizado sobre uma placa metélica. A
placa metalica por sua vez é introduzida




no espectrometro de massa e feixes de
laser UV de determinado comprimento
de onda s&o emitidos sobre cada de-
posito. A matriz absorve a energia do
laser e ocorre evaporagdo da amostra
com a formagdo de ions com massas
diferentes. Os ions formados com carga
+1 movimentam-se sob a influéncia do
campo elétrico, atravessam grades de
extragdo e atingem o tubo de voo, no
qual em sua extremidade se encontra o
detector. Os menores ions chegam em
primeiro tempo ao detector. O tempo
de voo de cada particula até o detector
¢ utilizado para calcular sua massa. A
soma de ions analisados forma o es-
pectro de massa da amostra analisa-
da. O eixo das abscissas corresponde
a relagdo massal/carga e no eixo das
ordenadas encontram-se a intensidade
do sinal que é relacionada a quantidade
de ions de mesma massal/carga (3). Os
principios da tecnologia citada estdo
ilustrados na figura 1 e foram explicita-
dos por Croxatto A et al. em 2011 (4).

A principal vantagem da tecnologia
de EM MALDI-TOF sobre outras técni-
cas laboratoriais para identificacdo de
microrganismos & a agilidade para ob-
tencéo do resultado. Entre a confecgéo
do depésito e a leitura final, um resulta-
do isolado pode ser obtido em menos de
trinta minutos (4).

Dois instrumentos MALDI-TOF s&o
disponiveis no mercado para uso em la-
boratérios clinicos: Microflex LT® (Bruker
Daltonics/BD) e VITEK MS® (BioMé-
rieux). Os dados de EMs sdo compa-
rados a banco de dados que contém
espectros de referéncia (ER) (Biotyper,
Bruker Daltonics/BD) ou “super espec-
tros” (Myla/SARAMIS, BioMérieux) para
identificagdo de espécies.

O software Biotyper® (Bruker Dalto-
nics/BD) utiliza até 100 picos de quali-
dade (excedem uma relagao sinal/ruido
pré-definida) entre 3000 e 15000 D para
criar um EM o qual é comparado aos ERs
levando em consideragdo o nimero de
picos e suas intensidades compativeis
para calcular valores que sdo expressos
em valores de Logscore (LS) entre 0-3.
Valores de LS inferiores a 1.7 s&o consi-
derados insuficientes, entre 1.7-2.0 s&o
classificados como suficientes para iden-
tificacdo de género e se superior a 2.0,
identificacdo de espécie é assegurada.
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Figura 1 - Principios da tecnologia de espectrometria de massa por ionizagdo/
dessorgdo de matriz assistida por laser por tempo de voo (MALDI-TOF) (Adap-

Ja o software SARAMIS® (BioMérieux)
utiliza picos comuns a cepas de mesma
espécie (entre 15-20) para construir um
super espectro. Os resultados produzi-
dos pelo VITEK MS® (BioMérieux) séo
divididos em categorias como “good ID”,
quando o EM obtido encontrou boa cor-
relagdo com “super espectro” da base
de dados (60-99,9% de compatibilidade,
apenas um patégeno), discriminagéo
baixa ou “low discrimination” (>60%-
99,8% de probabilidade, dois patdgenos)
ou “no ID” (<60% de probabilidade, valor
de confianga).

2. IDENTIFICAGAO DE
BACTERIAS GRAM POSITIVAS

A identificagdo de bactérias Gram
positivas pela EM MALDI-TOF vem
sendo amplamente utilizada com bons
resultados. Estudos recentes demons-
traram altas taxas de correlagéo entre os
resultados produzidos pela EM MALDI-
-TOF e técnicas de identificagdo de re-
feréncia como PCR e sequenciamento.
Para identificagdo de espécies de Sta-
phylocccus., Carbonelle et al e Dubois
et al encontraram taxas de correlagdo
de 99,3% entre a EM e técnicas molecu-

tado de: Croxatto A et al, 2012).

lares (sequienciamento do gene rpoB e
micrroarray respectivamente) (5,6).

Os Staphylococcus coagulase-nega-
tivo constituem um a grupo diverso de
espécies bacterianas. A correta discrimi-
nacdo e identificagdo das espécies é um
desafio uma vez que muitas espécies
apresentam uma similaridade genética
muito préxima (7). A identificagdo pela
EM MALDI-TOF, de acordo com a litera-
tura, variou de 93,2% a 99,2% quando
comparado com técnicas sequencia-
mento (8,9).

Em relacdo aos Staphylococcus
aureus, a identificagdo na rotina micro-
bioldgica convencional apresenta alta
acuracia. Entretanto, alguns erros ain-
da podem ocorrer, principalmente entre
Staphylococcus coagulase-positivo ndo-
-S. aureus. Szabados et al evidenciaram
100% de correlagdo na identificagdo
pela EM MALDI-TOF e seqlienciamento
genético (10).

O género Streptococcus, compreen-
de um grande nimero de espécies e tem
sofrido mudancgas taxondmicas na ulti-
ma década. Fenotipicamente, os Strep-
tococcus tém sido classificados em
grupos, com base na caracteristica de
hemdlise apresentada pela col6nia em




agar sangue e diferengas antigénicas
(grupos de Lancefield). A identificagdo
de espécies pode ser realizada por re-
agdes bioquimicas (bile solubilidade),
testes de sensibilidade frente a alguns
antimicrobianos (optoquina e bacitraci-
na) e testes de aglutinagdo. No entanto,
estes testes também podem levar a fa-
Iha na identificagdo precisa das espé-
cies.

Alguns estudos avaliaram o desem-
penho da EM MALDI-TOF para a iden-
tificacdo destes agentes. Cherkaoui at
al encontraram 100% de concordan-
cia na identificagdo de Streptococcus
-hemolitico quando comparado com
outras metodologias (11). Lartigue et al
avaliaram a performance da EM para
identificagdo de Streptococcus agalac-
tiae e também evidenciaram 100% de
concordancia (12).

Em relagdo aos Streptococcus
pneumoniae e e Streptococcus grupo
viridans, taxas de concordancia de 99
e 100% respectivamente tem sido ob-
servadas segundo alguns autores, su-
gerindo que a identificagdo pelo método
de EM MALDI-TOF é precisa e segura
para ser utilizada na identificacdo destes
agentes. Porém, devido a escassez e
a semelhanca de ER das espécies S.
pneumoniae e S. mitis do Biotyper 2.0
(Bruker Daltonics/DB), erros de identi-
ficagdo envolvendo as duas espécies
foram citados (4).

Os Enterococcus sao importantes
patdgenos humanos podendo apresentar
multi-resisténcia a diversas classes de
antimicrobianos. A identificagdo precisa
destes agentes & fundamental, pois a
terapia antimicrobiana pode variar de
acordo com as espécies identificadas.
Isolados de Enterococcus faecalis séo
geralmente sensiveis a ampicilina,
enquanto que de Enterococcus faecium
usualmente séo resistentes a esta dro-
ga. Fang et al demonstraram que a EM
MALDI-TOF possui elevada acuracia
para identificagdo destas espécies (13).

A identificacdo de Bacillus spp. por
técncias manuais e automatizadas é um
desafio no laboratério clinico. Usualmen-
te, os resultados ndo sdo liberados até
espécie, exceto em situagdes em que
ocorre suspeita clinica de infecgéo por
Bacillus anthracis e Bacillus cereus. A
técnica de EM MALDI-TOF, entretanto,

tem demonstrado bons resultados. Se-
gundo alguns estudos chegando a 100%
de sensibilidade, incluindo identificagao
de amostras liofilizadas de B. Anthracis
que podem ser utilizadas em bioterroris-
mo(14).

A identificagdo das espécies do gé-
nero de Listeria é fundamentada em
reagdes soroldgicas, atividade hemo-
litica, capacidade de crescimento em
baixas temperaturas e utilizagdo de
carboidratos especificos. A técnica de
EM MALDI-TOF tem demonstrado ser
uma alternativa rapida e acurada para
identificacdo de espécies do género.
Estudo conduzido por Barbuddhe et al
demonstrou 100% de concordancia de
identificagdo quando comparada a técni-
cas convencionais e seqlienciamento do
16S rRNA (15).

Ja em relagéo a identificagéo de ba-
cilos do género Corynebacterium, bons
resultados foram reportados utilizando a
EM. Para estas espécies, mesmo técni-
cas moleculares sao desafiadoras (16).

Em 2010 foi publicado estudo que
avaliou EM MALDI-TOF (Microflex LT,
Bruker Daltonics) para identificacdo de
327 isolados em laboratério de Microbio-
logia Clinica (17). Os resultados foram
comparados com metodologia fenotipica
(VITEK2® ou API system®, BioMérieux),
com  esclarecimento  dos  casos
discordantes através do sequenciamento
da regido 16S rRNA. Dentre as bactérias
Gram Negativas (BGN), foram analisadas
enterobactérias, cocobacilos do grupo
HACEK (Haemophilus, Actinobacillus,
Cardiobacterium, Capnocytophaga, Ei-
kenella e Kingella) e nao fermentadores.
As identificagbes foram consideradas
corretas em 96,6%, 84% e 92% respec-
tivamente. Dentre os nao fermentadores,
a extragdo em tubo com etanol e &cido
férmico foi necessaria em 37% dos isola-
dos, porém 5,4% tiveram erros de identifi-
cagao e 3,6% ndo dos isolados nao foram
identificados. O desempenho para identi-
ficagdo de espécies de enterobactérias e
bactérias do grupo HACEK foi de 98% de
acertos (17).

Em 2011, nosso grupo do Servigo de

Microbiologia do HC-FMUSP comparou
a identificacdo de BGN por VITEK2®
(BioMérieux) versus VITEK MS (Bio-
Merieux®). Foram analisadas 40 ente-
robactérias, 61 ndo fermentadores (24
Burkholderia cepacea complex, 6 Pseu-
domonas aeruginosa e 6 Acinetobacter
spp., entre outros mais raros) e 23 ou-
tros Gram negativos (7 cocobacilos, 4
Neisseria spp. entre outros mais raros).
A EM apresentou resultados concordan-
tes em 37 (92,5%) enterobactérias, com
discordancias para 2 isolados de E. clo-
acae e 1 Citrobacter freundii. Dentre os
BGN né&o fermentadores, houve concor-
dancia para a identificagdo de Pseudo-
monas aeruginosa, Acinetobacter bau-
mannii e Burkholderia cepacea complex.
Porém nao foi possivel diferenciar as
espécies do complexo B. cepacea. Em
2013 tivemos a oportunidade de retestar
tais cepas apds upgrade do software
SARAMIS® (BioMérieux), e obtivemos
sucesso na diferenciagdo das espécies.
Dentre o grupo de outros Gram Negati-
vos houve concordancia das identifica-
¢0es dos cocobacilos usuais da rotina
(3 Moraxella catarrhalis, 3 Haemophilus
influenzae e 1 Aggregatibacter aphrophi-
lus), 3 Neisseria meningitidis e houve 1
cepa em que ambas metodologias iden-
tificaram apenas como Neisseria spp.

A principal limitagdo desta metodolo-
gia citada pela literatura é a identificagéo
de Shigella spp. como E. coli devido a
semelhancas dos espectros de massa
entre as duas bactérias (4).

A EM MALDI-TOF tem especial im-
portancia na identificagdo e patdgenos
que requerem longos tempos de incuba-
¢a0 ou que apresentam inativagdo bio-
quimica para algumas provas de iden-
tificagdo. Os anaerdbios séo exemplos
destes tipos de patégenos. A acuracia da
identificacdo de anaerobios Gram positi-
vos e Gram negativos pelo foi estudada
por diversos autores sendo encontrada
concordancia em nivel de espécie entre
90 a 97% quando comparada a técnicas
moleculares de identificacéo (18,19).

Nosso grupo comparou o desempe-
nho da EM MALDI-TOF (Microflex LT,
Biotyper 2.0) e do sistema automatizado



VITEK2® (BioMérieux) para identificagdo
de 91 isolados de anaerdbios, entre eles
53 isolados de Bacteroides fragilis, 16 de
Clostridium spp, 11 Peptostreptococcus
spp, 4 de Prevotella spp, 2 Actinomyces
spp. Houve concordéncia de género em
90 isolados (97%), sendo que os resulta-
dos pela EM foram finalizados em metade
do tempo em comparagdo aqueles obti-
dos pelo VITEK2® (BioMérieux).

O diagnostico laboratorial da TB e
das micobacterioses é feito pela bacilos-
copia e cultura. A baciloscopia ainda é o
método de eleicdo e deve ser realizado
para todos os casos suspeitos de TB
pulmonar, por ser facil, acessivel e de
rapida execugdo, porém possui baixa
sensibilidade e ndo é especifico (20). Ja
cultura é o método mais sensivel e per-
mite o isolamento da micobactéria para
identificagdo da espécie e teste de sensi-
bilidade as drogas. Sua grande desvan-
tagem ainda é o tempo para crescimento
da cepa, com média de 15 a 30 dias para
crescimento em meio sélido e 12 a 20
dias em meio liquido (20). A partir do
crescimento da cepa, deve-se proceder
a identificagdo, que mais comumente é
feita por testes fenotipicos, como detec-
¢ao da produgéo da niacina, redugdo do
nitrato e avaliagdo de inibigao do cresci-
mento em meio contendo &cido p-nitro-
benzdico (PNB) que levam cerca de 15
dias para definigdo entre cepa Complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTB) ou
Micobactérias N&o Tuberculosas (MNT).

Neste cenario, a EM MALDI-TOF
apresenta-se como um método de diag-
ndstico rapido na identificagdo da cepa
de micobactéria, com publicagdes re-
centes em ambas plataformas, e uma
variedade de protocolos sendo testados.
Devido a natureza infecciosa do MTB e
da parede celular da micobactéria ser
rica em acidos micdlicos sua identifica-
¢ao0 requer uma etapa de inativagao da
cepa por aquecimento, seguida de uma
etapa de extrag&o proteica (21).

Em recente estudo conduzido por
Machen et al , a EM MALDI-TOF foi ava-
liada para identificagdo de 107 cepas de
micobactérias a partir de culturas solidas

com a comparacgdo de dois protocolos
de extragdo (22). Entre as micobacté-
rias analisadas, havia 64 isolados de
M. avium complex, 18 M. tuberculosis
complex, 9 M. kansasii, 4 M. fortuitum,
3 M. abscessus e 2 M. gordonae. Apés
inativagdo das suspensdes em etanol a
70%, a ruptura das células foi realizada
em termobloco a 95°C por trinta minutos
no protocolo A, e no protocolo B a lise
das células foi realizada com pérolas
de vidro de 0.5mm e agitag&o por vor-
tex durante 15 minutos. Acido formico
(85% protocolo A e 70% protocolo B) e
acetonitrila também foram utilizados. O
desempenho na identificacdo de espécie
do protocolo A foi de 82,2% e do proto-
colo B de 88,8%, apos o acréscimo de
50 super espectros no banco de dados
SARAMIS (22).

Bactérias do género Nocardia spp.
sdo importantes agentes causadores de
infeccdo principalmente em pacientes
imunossuprimidos (23). A identificagdo
das bactérias deste género é desafiado-
ra, uma vez que compreende analise do
aspecto da colénia em meios de cultu-
ra, microscopia e provas bioquimicas. A
identificacdo de espécies requer a ana-
lise molecular da regido 16S do rDNA e
hsp65 (24). O principal estudo realiza-
do que avaliou a EM MALDI-TOF para
identificacdo de espécies de Nocardia
foi publicado por Verroken et al (25). Fo-
ram incluidas 153 cepas, sendo que 110
foram utilizadas para criagdo de banco
de dados in-house de ER. As extragdes
foram realizadas por fervura e posterior-
mente com etanol e acido férmico. N.
brasiliensis, N. pseudobrasiliensis, N.
farcinica, N. otitidiscaviarum, N. nova,
N. asteroides estavam entre as espécies
analisadas. As 43 cepas restantes foram
submetidas a identificagdo pelos bancos
de ER Biotyper 3.0° (Bruker Daltonics/
BD) e o banco in-house de 110 ER. Hou-
ve 44% de identificagdes corretas de es-
pécie através do banco de ER Biotyper
3.0° (Bruker Daltonics/BD) e 88% para o
banco de ER in-house (25).

A identificacdo de fungos por EM
MALDI-TOF é uma revolug&o na micolo-
gia. As técnicas fenotipicas para identi-

ficagdo de leveduras, como auxonogra-
mas, ou mesmo a micromorfologia para
identificacdo de fungos filamentosos
podem exigir muitos dias para finaliza-
¢d0. A agilidade e precisdo da analise
protedbmica poderd em muitas ocasides
substituir a necessidade da utilizagdo
de ferramentas moleculares. As bases
de dados de ER dos diferentes fabri-
cantes foram submetidas a atualizagdes
fazendo com que espécies raras sejam
identificadas e erros de identificacao se-
jam menos frequentes. Porém, a criagdo
de base de dados de ER in-house pode
ser necessario para identificagdo de es-
pécies mais raras de leveduras, e para
alguns géneros de fungos filamentosos
¢ condic&o sine qua non.

Grande numero de artigos estudaram
a identificagdo de leveduras do género
Candida com desempenho superior as
técnicas fenotipicas comerciais, como
AP| 32ID (BioMérieux) e Vitek 2 (Bio-
Mérieux), possibilitando a diferenciacéo
de espécies que antes s era possivel
por técnicas moleculares, como C. or-
thopsilosis, C. metapsilosis, € também
C. nivariensis e C. bracarensis (21). A
identificacdo das espécies de Crypto-
coccus neoformans e C. gattii também
¢ possivel pela EM MALDI-TOF e dois
estudos foram além, demonstraram acu-
racia proxima de 100% para diferencia-
¢ao dos diferentes genétipos das duas
espécies (26,27).

Fungos filamentosos também podem
ser identificados por EM MALDI-TOF,
porém, diferentemente de leveduras cuja
extragdo pode ser realizada diretamente
no spot da placa com &cido formico, é
necessario protocolo de extragdo de com
etanol e acido férmico em tubo para ob-
tengdo de espectros passiveis de iden-
tificagdo. Estudo realizado por Lau et al
mostrou que apds a criagdo de banco de
dados de ER in-house com 249 cepas de
referéncia das cole¢des CBS® e ATCC®
(nomeado “NIH Mold Database”) con-
tendo 152 espécies de 76 géneros, com
180 fungos hialinos, 70 deméaceos, 27
zigomicetos, 7 dermatofitos e 10 fungos
dimorficos, conseguiu 89% de identifica-
¢Oes de espécies corretas apds desafio
com 421 isolados clinicos, sendo que a
base de dados Biotyper 3.0 (Bruker Dal-
tonics) identificou corretamente apenas
3 isolados, 0 que evidenciou a neces-



sidade de criacdo de nova base de ER
pelo fabricante (28). Esta nova base de
ER para identificagdo de fungos deve ser
langada em breve e foi formulada com
o0 auxilio de micologistas e com fungos
da colegdo CBS. Dados preliminares
mostram bom desempenho deste novo
banco de ER para identificagdo de fun-
gos artroconidiados (29).

Dados da literatura sobre a identi-
ficagdo de patdgenos diretamente de
amostras clinicas so concentrados prin-
cipalmente em protocolos de extragéo
de amostras de baldes de hemocultura
e de urina (Kok, 2012, Croxatto 2012).
Apenas um artigo cita o diagnostico de
um caso de meningite por Streptococ-
cus pneumoniae que foi realizado apds
centrifugacdo e extragdo das proteinas
do sedimento de amostra de liquido ce-
falorraquidiano (Hartmeyer 2010).

Diversos estudos analisaram o de-
sempenho da técnica para identificagdo
de bactérias Gram positivas, Gram nega-
tivas e leveduras diretamente de frascos
de hemocultura (30,31). O impacto clinico
da agilidade na identificagéo dos patoge-
nos responsaveis por infecgao de corren-
te sanguinea pode ser expressivo, com
reducdo de mortalidade (32). O processa-
mento das amostras pode ser resumido
pelo protocolo estabelecido por Christner
et al no qual é feita a coleta de cerca de
6ml de sangue do frasco que apresentou
crescimento, em seguida é realizada a
sedimentag&o inicial de eritrécitos e glo-
bulos brancos por centrifugacéo lenta
(ex. 140g, 10 minutos) e o sobrenadante
¢ utilizado para nova centrifugagdo (ex.
1000g, 5 minutos) para obtencéo do sedi-
mento. A partir do sedimento é realizada a
extragéo convencional com acido férmico
70% (33). Ha disponivel kit de extracéo
comercial, Sepsityper® (Bruker Daltonics/
BD), porém estudo comparativo com me-
todologia in-house mostra desempenho
similar entre identificagbes obtidas para
identificagdo de 181 amostras monomi-
crobianas envolvendo bactérias Gram po-
sitivas e Gram negativas (34). O mesmo
estudo analisou o desempenho das pla-
taformas Vitek MS® (BioMérieux) e Micro-
flex LT® (Bruker Daltonics) para identifica-

cdo de género e espécie, com resultados
similares, cerca de 80% de identificagbes
corretas de espécie e 90% de género.
Frascos de hemocultura contendo carvao
e amostras polimicrobianas séo as prin-
cipais limitacbes da técnica (21). Recen-
temente, March-Rossell6 et al obtiveram
97.3% e 98.4% de identificagdes corretas
de bactérias Gram negativas € Gram po-
sitivas ao submeterem 4 spots para cada
frasco de hemocultura monomicrobiana
para andlise e utilizando logscore acima
de 1.4 como valor de referéncia (35).

A utilizag&o da técnica de EM MALDI-
-TOF para identificagdo de patégenos
de amostras urindrias apresenta bom
desempenho, principalmente para bac-
térias Gram negativas, porém com ne-
cessidade de centrifugacdo e extragdo
com é&cido formico, apresentando sen-
sibilidade analitica de 105 UFC/ml (21).

A aplicagdo da EM MALDI-TOF tam-
bém se estende a deteccdo de resis-
téncia bacteriana. A caracterizagdo do
mecanismo de resisténcia por tal técnica
pode antecipar a escolha terapéutica,
podendo impactar diretamente nas taxas
de morbidade e mortalidade dos pro-
cessos infecciosos, principalmente nos
pacientes hospitalizados e imunodepri-
midos (36).

Atualmente a deteccdo direta dos
mecanismos de resisténcia tem sido
alvo de diferentes pesquisadores, uma
vez que potencialmente traz inumeros
beneficios, no entanto ainda ha inlime-
ras questées na forma de preparagéo
e interpretacdo adequada destes resul-
tados, diferentemente dos processos ja
padronizados. Ha trabalhos publicados
com detecgdo especifica de alguns
mecanismos relevantes, mas n&o o an-
tibiograma de uma forma completa. A
determinagdo do mecanismo de resis-
téncia em tempo reduzido pode impac-
tar as agdes de controle de bactérias
multi-resistentes como o Staphylococus
aureus meticilina resistente (MRSA),
enterobactérias resistentes aos carba-
penens (CRE) e enterococcos resistente
a vancomicina (VRE).

Edwards e Jones em 2000 foram

0s primeiros a analisar as diferencas
de cepas de S. aureus com resisténcia
a meticilina ( MRSA) por através dos
espectros do MALDI-TOF (37). Eles
utilizaram células bacterianas intactas
e 5-cloro-2 mercaptobenzotiazol como
matriz. Detectaram um total de 14 picos
especificos de MRSA e 2 picos especifi-
cos para MSSA. Técnicas utilizando lisa-
dos celulares também foram descritas,
porém possuem etapas intermediarias
trabalhosas que no laboratério de rotina
s@0 poucas praticas para implementa-
¢a0 (36).

A detecgdo de betalactamases tam-
bém tem sido descrita por diferentes
autores através da EM MALDI-TOF,
através da demonstragdo da hidrélise
do antimicrobiano frente a exposicéo a
estas enzimas (38). Estas enzimas po-
dem ser divididas em diferentes classes
moleculares e podem ser classificadas
como dependentes de serina (classe
A, C e D) e as zinco dependentes ou
metaloenzimas (classe B) (39). Recen-
temente, enzimas que hidrolisam os
antibioticos carbapenémicos (carbape-
nemases do grupo A, B e D) tem sido
alvo de preocupagéo tanto do ponto de
vista terapéutico como epidemioldgico,
pois ha uma disseminagéo bastante ra-
pida de algumas carbapenemases como
KPC (grupo A) e NDM (grupo B) (40). A
EM MALDI-TOF possibilitam detecgéo
precoce destas enzimas, mas néo as di-
ferenciam, agregando, no entanto, valor
importante ao resultado microbioldgico e
ao programa de uso racional de antibioti-
co (antibiotic stewardship) (36). Algumas
destas aplicagdes podem ser realizadas
na rotina laboratorial enquanto outras
somente em laboratérios de referéncia
devido a complexidade (36).

O impacto da aplicagéo rotineira da
EM MALDI-TOF em microbiologia e con-
sequentemente em programas de uso
racional de antibi6ticos tem gerado um
nimero grande de publicagbes na lite-
rartura (32,41,42). Recentemente Huang
e cols publicaram os resultados obtidos
em estudo pré e p6s quasi-experimental
que mediu a incorporagao desta tecnolo-



gia em 501 pacientes com hemoculturas
positivas com e sem intervengéo na es-
colha terapéutica. Os resultados foram
comparados com uma séria historica
de 256 pacientes. A comparagdo dos
resultados do grupo cujas culturas fo-
ram identificadas de forma convencional
contra o grupo no qual as identificagdes
foram obtidas por EM MALDI-TOF mos-
trou redugdo no tempo de identificagdo
(84.0 vs 55.9 horas, P < .001) e impacto
no tempo da escolha adequada do anti-
biético (30.1 vs 20.4 horas , P = .021),
além da otimizagdo da antibioticoterapia
(90.3 vs 47.3 horas, P < .001). As taxas
de mortalidade foram reduzidas (20.3%
vs 14.5%), assim como tempo de inter-
nagdo em unidade de terapia intensiva
(14.9 vs 8.3 dias). A mudanca de antibi-
otico conduzida pelo resultado precoce
foi associada com uma tendéncia na
redugdo de mortalidade na analise mul-
tivariada (odds ratio, 0.55, P =.075) (32).

Apesar dos ganhos que poderdo ser
proporcionados pela EM MALDI-TOF
ao laboratério de Microbiologia Clinica,
a incipiente tecnologia apresenta algu-
mas limitagdes a serem apontadas: a) os
bancos de dados de ER disponiveis pre-
cisam de novas versdes com a inclusdo
de espécies que ainda ndo sdo repre-
sentadas; b) algumas espécies filoge-
neticamente proximas podem ter perfis
idénticos de EM e néo serem diferencia-
das; ¢) culturas polimicrobianas podem
causar problemas para identificagdo di-
retamente de amostras clinicas; d) ainda
sdo incipientes os estudos de detecgéo
de patogenos resistentes aos antimicro-
bianos ou mecanismos de resisténcia,
sendo ainda necessario o cultivo dos mi-
crorganismos para realizagdo de testes
de suscetibilidade aos antimicrobianos.

A aplicacdo do MALDI-TOF em Mi-
crobiologia Clinica € um avango que per-
mitira, além da identificagdo precoce de
microrganismos a partir de cultura, de-
tectar os patdgenos diretamente de he-
moculturas, reduzir o tempo necessario
para escolha antimicrobiano adequado,
e consequentemente, diminuir a morta-

lidade relacionada as infecgdes e 0 uso
desnecessario de antibioticos.

Sua ampla aplicagdo em Microbio-
logia Clinica, baixo custo por analise e
principalmente a agilidade para obten-
¢ao dos resultados s&o outros atrativos
da tecnologia.
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1. 0 GENERO
STREPTOCOCCUS

Os Streptococcus constituem um
género de bactérias gram-positivas
caracterizadas por morfologia que va-
ria de dois a muitos cocos em cadeia.
Trata-se de um género altamente diver-
sificado que engloba desde organismos
comensais capazes de colonizar va-
riados nichos do corpo humano, como
Streptococcus gordonni, a patbégenos
capazes de afetar diversos tecidos,
como S. pyogenes e S. pneumoniae
(YE e cols. 2013; PAUL e cols. 2012;
SIMELL e cols. 2012). Sua composigao
engloba 40 espécies e multiplos grupos
cuja taxonomia foi modificada diver-
sas vezes durante os anos (K(")HLER,
2007). Rebeca Lancefield, no inicio
da década de 1930, sistematizou uma
classificagdo dos estreptococos ba-
seada na presenca de antigenos de
superficie soro-especificos, incluindo
carbohidratos da parede celular e aci-
dos lipoteicdicos, em grupos denomi-
nados por letras mailsculas de Aa W.

Porém existem estreptococos que néo
apresentam um antigeno de Lancefield,
como Streptococcus pneumoniae (Sl-
TKIEWICZ e cols., 2010). A maioria dos
Streptococcus patogénicos e/ou oportu-
nistas fazem parte do chamado grupo
piogénico dos estreptococos e classifi-
cados nos grupos A, B, C e G de Lance-
field, e sdo responsaveis por doengas
como a carie dental, faringite, celulite,
otite média, artrite séptica, meningite,
endocardite infecciosa, abcessos de
multiplos 6rgdos, fascite necrosante,
septicemia, sindrome do choque tdxico,
entre outros (FISCHETTI e cols. 2006).
Essa multiplicidade de doengas possui
uma correlagao direta com a capacida-
de dessas bactérias obterem nutrientes
nas mais diferentes condigdes de cres-
cimento, um fato possivel pela presen-
¢a de complexos sistemas de captagao
ativa. Dentre esses sistemas, 0s mais
prevalentes s&o os pertencentes a fami-
lia de transportadores ABC, complexos
protéicos, responsaveis pela captagao
de uma grande gama de substancias
como sera apresentado a seguir.

2. TRANSPORTADORES ABC

A nutricdo bacteriana depende da
presenga e capacidade de uma bacté-
ria reconhecer e transportar nutrientes
essenciais para sua sobrevivéncia.
Dentre os mecanismos utilizados para
esse fim podemos classifica-los entre
transportadores passivos e ativos, sen-
do que os Ultimos necessitam de uma
fonte de energia para que o soluto seja
internalizado (STIEGER e cols 2007).
Como parte da categoria dos transpor-
tadores ativos temos como destaques
os transportadores da familia ABC
(ATP-binding cassete) de transporte,
0s quais perfazem a mais abundante
familia de proteinas bacterianas, sendo
codificadas por 5 a 15% dos genes pre-
sentes no genoma bacteriano (DASSA
e cols 2001). Os transportadores ABC
sdo sistemas ubiquitarios de transpor-
te, associados a captagdo e secregéo
de diversos solutos, incluindo metais,
poliaminas, agucares e oligopeptideos.
Como caracteristica primordial, esses
transportadores sdo compostos por trés
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Figura 1 - Representacdo esquematica da organizagao estrutural padrdao dos
sistemas bacterianos ABC de transporte e sua localizagdo. DIM — Dominio
integral de membrana; DLN — Dominio ligador de nucleotideo; LS — Dominio
ligador de substrato. Em bactérias gram-positivas o dominio ligador de subs-
trato é uma lipoproteina ancorada a membrana citoplasmatica.

dominios funcionais, o dominio integral
de mebrana (DIM), o dominio ligador de
nucleotideos (DLN) e o dominio ligador
de substrato (LS), este ultimo presen-
te apenas nos sistemas de captagéo,
também conhecidos como importado-
res (figura 1). DIM ¢ responsavel pela
formagdo de um poro na membrana
citoplasmatica, por onde o soluto a ser
transportado ira transitar, enquanto que
o DLN é o componente responsavel
pela hidrélise do ATP e fornecimento
de energia para o sistema. J4 o LS é
0 componente responsavel pelo reco-
nhecimento do soluto e seu direciona-
mento para os demais componentes
do transportador, responsavel tanto
pela afinidade quanto pela especifici-
dade deste. Dentre seus componentes
observa-se uma maior conservagao
naqueles que representam o DLN, nos
quais encontram-se sequéncias classi-
cas de aminodcidos conhecidas como
motivos WalkerA e WalkerB, relaciona-
dos a capacidade hidrolisadora, e 0 mo-
tivo de assinatura LSGGQ, também co-
nhecido como peptideo de ligagéo, por
se encontrar entre WalkerA e WalkerB

(DASSA e col 2001). Ja os componen-
tes ligadores de substrato apresentam
menor conservagdo, fato relacionado
aos diferentes solutos capazes de se-
rem internalizados.

Em bactérias, um dos solutos cap-
tados por transportadores ABC a ser
destacado, s&o os oligopeptideos, pep-
tideos formados por dois ou mais ami-
noacidos, que sdo internalizados pelo
sistema Opp encontrado amplamente
distribuido entre as bacterianas. Além de
serem nutrientes importantes para a so-
brevivéncia, os oligopeptideos também
pode interferir em aspectos associados a
viruléncia e patogenicidade, em especial
de Streptococcus.

Os transportadores ABC de oligopep-
tideos, também conhecidos como trans-
portadores Opp, sdo capazes de reco-
nhecer e permitir a captagéo de cadeias
que variam entre 2 a 18 aminoéacidos
(MONNET e cols. 2003). A caracteriza-
¢do desse sistema, com relagdo a sua

composicéo e funcionalidade é baseada
em estudos realizados em diversos or-
ganismos (AMES e cols. 1973; ACOS-
TA e cols. 2005; NAKAMATSU e cols.
2007). Como observado para os demais
sistemas de transporte da familia ABC,
esse sistema apresenta um conjunto
de proteinas especializadas, sendo as
proteinas OppB e OppC responsaveis
pela formagdo do dominio integral de
membrana, as proteinas OppD e OppF
as responsaveis pelo dominio ligador de
nucleotideos e a proteina OppA, ou do-
minio ligador de substrato, que confere
a afinidade e especificidade do sistema.
(KLEPSCH e cols., 2011) (figura 2).

Uma caracteristica marcante des-
te transportador que o faz diferenciar
da maioria dos transportadores ABC
¢ a capacidade de reconhecer e cap-
tar os mais diversos oligopeptideos,
com grande variagdo de sequéncia de
aminoacidos que 0s compoem. Essa
caracteristica é fornecida pela proteina
OppA que promove a grande afinidade
e baixa especificidade de sistema. Esse
transportador é comumente codificado
por um operon policistrénico no qual
observamos uma organizagao que, em
estreptococos, apresenta grande varia-
¢ao (figura 2). Na maior parte dos casos
ocorre 0 aumento no nimero dos genes
que codificam a proteina OppA, mas por
que isso ocorre?

As razdes para uma maior numero
de copias de genes que codificam a pro-
teina OppA podem ser: 1- existéncia de
algum grau de especificidade nos ami-
noacidos que podem ser ligados a esse
dominio, sendo necessario mais de uma
copia com especificidade diferente para
aumentar a diversidade de oligopeptide-
os a serem captados; 2- necessidade de
um maior nimero desse componente em
relagdo as demais proteinas que com-
pdem o sistema Opp, visto que é ele o
primeiro a reconhecer e ligar-se ao oligo-
peptideo para depois encaminha-lo para
os demais componentes do sistema.
Deste modo um maior nimero de copias
de proteina confere capacidade de cap-
tar oligopeptideos no ambiente.

Dentre as bactérias que empregam
os sistemas de transporte Opp, 0s es-
treptococos apresentam um auto grau
de variagdo nos habitats que colonizam,
variando da superficie da pele de ma-



miferos, passando pela cavidade oral e
por suas secregdes. Com isso o estudo
desse sistema se torna particularmente
interessante nesse género bacteriano.

A capacidade de captacdo de oli-
gopeptideos por bactérias influi dire-
tamente no seu crescimento e adap-
tacdo ao habitat em que se encontra.
Diversos estudos demonstram que ao
eliminarmos alguns componentes do
sistema Opp de estreptococos pode-
mos observar uma redugdo na capaci-
dade de crescimento e/ou um aumento
no tempo de geragéo dessas bactérias
(ALLOING e cols. 1994; JENKINSON
e cols. 1996; GARAULT e cols. 2002;
TAYLOR e cols. 2003; SAMEN e cols.
2004). Esses estudos revelam que a
presenca e funcionalidade do sistema
Opp confere uma vantagem adaptativa
para esses microrganismos que pas-
sam a contar com fontes complexas de
aminoacidos e nitrogénio. No entanto,
o sistema Opp de transporte ndo é o
Unico associado a capacidade de cap-
tacdo de peptideos, ja que em bactérias
podemos encontrar simportes e outros
transportadores ABC capazes de captar
aminoacidos ou conjuntos pequenos de
peptideos, como o sistema Dpp respon-
savel pela captacéo de dipeptideos e o
sistema Tpp, responsavel pelo trans-
porte de tripeptideos. Esses sistemas
estariam relacionados com a internali-
zagéo de peptideos que minimizam ou
mascaram a influéncia que o sistema
Opp poderia apresentar em condigdes
laboratoriais de cultivo em meios ricos
de nutrientes, como observado por Ne-
pomuceno e cols. 2007.

A falta da capacidade de internali-
zacdo de oligopeptideos gerada pela
mutacdo e dele¢cdo dos componentes
do sistema Opp de transporte, conforme
previamente indicado, interfere com a
fisiologia bacteriana. No entanto esses
mutantes demonstram, em bactérias
patogénicas, alteragdes no perfil de viru-
Iéncia que n&o séo simplesmente justifi-
cados pela diminui¢&o na capacidade de
internalizar nutrientes, como sera visto a
seguir.

Smu
Stl e Spn

Sga e Sub

mpm)Em) >
- — ) - EmpEmdE) >
) —— EmpEmpE) >

o )+ )

B orpa

B oppB/C

| OppD/F

Figura 2 - Diferentes organizagbes do operon opp encontrado em Streptococ-
cus. As maiores variagdes observadas no arranjo do operon opp de Strepto-
coccus se encontra no aumento do numero de copias do do gene que codifica
o dominio ligador de substrato, que pode estar presente no mesmo operon opp
ou em locais distintos do genoma bacteriano. Smu — Streptococcus mutans
UA159; Stl — Streptococcus thermophilus LMG18331; Spn — Streptococcus
pneumoniae TIGR4; Sga — Streptococcus agalactiae 2603 V/R; Sub — Strep-
tococcus uberis 0140J; Spy — Streptococcus pyogenes SSI-1. Adaptado de

Além do papel fundamental relacio-
nado a captacdo de oligopepttideos, o
sistema Opp participa em fungbes que
excedem aquela de simples captagéo de
nutrientes importantes. De fato diversos
grupos relatam que, de forma direta ou
indireta, a eliminagdo de componentes
do sistema Opp reduz a viruléncia de
diversos estreptococos, chegando a
gerar atenuagdo em modelos animais.
Um fator interessante desses dados re-
side no fato de, em bactérias gram-po-
sitivas, o sensoriamento intercelular ser
conduzido pela produgéo, exportagéo e
captagéo de peptideos, o que indicaria
que sistemas de transporte desses com-
postos, como o sistema Opp, podem de-
sempenhar um papel importante nessa
comunicacg&o intercelular (CLAVERYS e
cols. 2000).

5.1 Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae € uma
bactéria que ndo apresenta o antigeno
de Lancefiled e estad presente na flo-
ra normal de 40 a 60% dos individuos
analisados. Quando o0s mecanismos
de defesa do hospedeiro encontram-
se reduzidos, essa bactéria é capaz de
colonizar diversos nichos eucariéticos,

Nepomuceno e cols., 2007.

sendo responsavel por uma gama de
doengas que incluem desde pneumonia
a meningite em pacientes suceptiveis
(AUSTRIAN, 1986).

Deste modo, um dos principais fato-
res relacionados & sua patogénese se
encontra na capacidade de colonizagdo
em tecidos. Cundell e cols em 1995, com
o intuito de buscar novos fatores relacio-
nados a capacidade de aderéncia a cé-
lulas eucari6ticas, gerou uma biblioteca
de mutantes e os analisou frente a capa-
cidade de aderir a células epiteliais e en-
doteliais, que representam os principais
sitios de colonizagdo de S. pneumoniae.
Dentre os trinta mutantes analisados, em
trés foi possivel observar uma redugéo
de 50% na capacidade de ligagdo as cé-
lulas analisadas. Entre os genes muta-
dos se encontra o alelo ami, um dos trés
dominios ligadores de oligopeptideos
observados em S. pneumoniae. A triade
Ami-AliA/AliB foi a primeira permease
de oligopeptideos observada entre as
bactérias gram-positivas (ALLOING e
cols, 1990). Ela é composta pelos do-
minios ligadores de substrato AmiA, AliA
e AliB, ortdlogos de OppA, os dominios
transmembranicos AmiC e AmiD e os
dominios ligadores de nucleotideo AmiE
e AmiF. Segundo abordagens similares
baseadas em bibliotecas de mutantes,
tanto Lau e cols em 2001 quanto Hava
e cols em 2002 comprovaram que a eli-
minagao dos genes amiB, amiA e amiC
resultaram na atenuagédo da cepa TIGR



de S. pneumoniae em modelos murinos
de infecgdo. No entanto, trabalhos mais
recentes com a cepa D39 demonstraram
que os mutantes nesse transportador ti-
veram alterados apenas sua capacidade
de aderéncia & nasofaringe e ndo nos
aspectos invasivos do desenvolvimento
da patogénese (KERR e cols 2004). Es-
sas diferengas nas respostas observa-
das frente a modelos in vivo de infecgao
podem ser atribuidas a variagdes singu-
lares de cada cepa de S. pneumoniae
(BLUE e cols 2003).

A alteragdo na capacidade de ade-
réncia promovida pela mutagdo no sis-
tema Opp de transporte em S. pneumo-
niae pode ser atribuida a ligagdo direta
do dominio LS a moléculas presentes
no tecido, ou a contribuigdo indireta que
esse sistema pode apresentar sobre
adesinas bacterianas. Essa contribui¢do
se deve a estudos que demonstraram a
relagdo entre o sistema de transporte
Opp e a capacidade de sensoriamento
extra-celular observado em S. pneumo-
niae (CLAVERYS e cols. 2000). Em bac-
térias gram-positivas, 0 sensoriamento
extra-celular é baseado na capacidade
de sintetizar, exportar e captar peptideos
que indicam a concentragdo celular da
populagdo. Quanto maior a populagéo
bacteriana, maior a concentragdo de
peptideos exportados a serem reconhe-
cidos pelas bactérias, que por fim alte-
ram a expressédo global de seus genes.
Em S. pneumoniae, esses achados sdo
baseados em dois principios: a presenga
de peptideos extra-celulares levariam a
sua internalizagdo e posterior clivagem
por peptidades, levando a liberagdo de
aminodcidos livres, que formariam um
conjunto atuando na regulagdo global
bacteriana. Por outro lado, a exaustdo
de nutrientes poderia ser sensoriada
pela permease de oligopeptideos Ami-
-AliA/AlIB. Um exemplo esta na indica-
¢ao de que o conjunto de amino&cidos
podem ser reconhecidos por proteinas
reguladoras globais que ativam ou ini-
bem a expressdo de operons, como
observado para o controle do desen-
volvimento de competéncia natural em
S. pneumoniae. Um forte candidato ao
papel do regulador estd em um ortdlogo
da proteina CodY de B. subtilis encon-
trado em S. pneumonaie, que por sua
vez é um ortdlogo da proteina Lrp de E.

coli descrita como protéina regulada pelo
conjunto de aminoacidos captados pelo
sistema Opp (SERROR e cols. 1996;
CALVO e cols. 1994).

Por outro lado, a captagdo de ami-
noacidos e a modificagdo de seu conjun-
to intracelular podem levar a formagéo
da resposta estringente por acumulo de
ppGpp (CASHEL e cols. 1996). A respos-
ta estringente é reconhecida como uma
resposta global a excassez de nutrientes
e ao estresse bacteriano. Quando ocor-
re 0 acumulo de ppGpp dois fendmenos
gerais sdo observados: a diminui¢do na
expressdo de genes envolvidos na bios-
sintese de macromoléculas e o aumento
da expressdo de genes envolvidos na
biossintese de aminoacidos. (LEMOS e
cols. 2004).

5.2 Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes, também
conhecido como estreptococo do gru-
po A (GAS), é um habitante normal da
microbiota humana. Encontrado em
sua maior concentragcdo em superficies
mucosas, também & responsavel por
infecgdes oportunistas e primarias. Ca-
paz de promover sua invasdo em tecidos
eucaridticos, esse patégeno pode cau-
sar desde casos leves e recorrentes de
otite média, a casos mais raros e graves
de choque toxico ou fascite necrosante
(STEER e cols. 2012).

Estudos relacionados ao sistema
de transporte de oligopeptideos em S.
pyogenes tiveram inicio em 1996 com
Podbielski e cols. Esses autores carac-
terizaram a composicdo e organizagdo
genética do operon opp em S. pyogenes
e demonstraram o alto grau de conser-
vagdo de seus componentes em relagdo
aos ortblogos génicos encontrados em
S. pneumoniae. O sistema de transporte
Opp afeta a patogénese do S. pneumo-
niae. Sendo esse um sistema de capta-
¢do conservado em S. pyogenes, a busca
pelo possivel papel do sistema Opp de
transporte na patogénese de S. pyogenes
foi iniciada a partir da obtengdo de mu-
tantes nos componentes DLN (Podbielski
e cols. 1996). A cepa CS101 do sorotipo
M49 de S. pyogenes utilizada nesse es-
tudo demonstrou ter o sistema Opp de
transporte ativo, visto que na presenga do
peptideo aminopterina (peptideo toxico,

analogo de &cido félico, capaz de inibir a
sintese de acidos nucléicos, sabidamente
transportado pelo sistema Opp — PINE,
1960) levou a morte dessa cepa bacteria-
na, enquanto que os mutantes do sistema
Opp resistiram a uma concentragdo 20
vezes superior desse peptideo. Apesar
disto, a mutagéo desse sistema néo apre-
sentou modificagdo na capacidade e na
cinética de crescimento em condigdes
laboratoriais de meio rico ou parcialmen-
te rico, bem como manteve inalterda sua
capacidade de ligagdo a proteinas séri-
cas € a células epiteliais. Esse perfil de
adesdo nao elimina a possiblidade de o
componente OppA estar diretamente re-
lacionado a interagdo com componentes
eucariotos, conforme observado para S.
pneumoniae, pois os mutantes de GAS
analisados apresentam a proteina intacta
€ mutagdo apenas no dominio ligador de
nucleotideos. Por outro lado, a analise do
perfil de produgdo de proteases extrace-
lulares, uma caracteristica relacionada a
invasividade desta espécie bacteriana,
pela cepa mutante demonstrou uma re-
ducéo na capacidade em degradar ca-
seina, uma fosfoproteina. apresentando
uma reducéo entre 50 e 70% na atividade
proteasica do sobrenadante da cultura da
cepa mutante em relagdo a selvagem,
bem como o perfil alterado de proteinas
extraceulares secretadas (SHANLEY e
cols. 1996, PODBIELSKI e cols. 1996).
Andlise do perfil de aderéncia a
queratindcitos, um dos requesitos mais
importantes para a avaliagdo da pato-
genicidade de GAS, foi realizada com
mutantes especificos para delegdo do
gene oppA bem como para o operon opp
completo. Em ambos os casos o perfil
observado divergia do encontrado em S.
pneumoniae, visto que foi observado um
aumento na capacidade de adesdo aos
queratinécitos em comparagdo com a
cepa selvagem. No entanto, esse fato foi
acompanhado da verificagéo da diminui-
¢ao da produg&o de acido hialurdnico as-
sociado a célula bacteriana, o que permi-
tiu uma melhor exposicdo das adesinas
presentes na superficie de GAS, e ndo
por uma interagéo direta das proteinas
do sistema Opp com as células eucariéti-
cas (DARMSTADT e cols. 2000). Por fim,
um mutante isogénico no gene oppA da
cepa A-20 de GAS foi analisado quan-
to a expresséo de uma série de fatores



de viruléncia, apresentando resultados
diversos, como por exemplo, o aumen-
to de expressdo de alguns genes que
codificam exotoxinas pirogénicas estrep-
tocdcicas, a0 mesmo tempo em que foi
verificado a diminuigdo de outros genes
do mesmo grupo (WANG e cols. 2005).
Essa mesma cepa foi utilizada em testes
in vivo para analise da patogenicidade
das cepas selvagem e mutante de GAS
e foi observado uma diminuigdo na mor-
talidade e no dano tecidual de camun-
dongos Balb/c quando da auséncia do
gene oppA, ressaltando que o sistema
Opp, e mais especificamente a proteina
OppA, apresenta papel importante na vi-
ruléncia de GAS.

5.3 Streptococcus mutans

S. mutans é um patogeno oral capaz
de aderir a superficie dental e, em con-
junto com outros fatores, promover a des-
mineralizagcdo dessa superficie abiética,
causando a carie. Para que o desenvol-
vimento dessa patogenia seja efetivo, S.
mutans deve ser capaz de aderir firme-
mente ao dente e produzir uma pelicula
de polissacarideos capaz de impedir a
acdo tamponante da saliva. Sua adeséo
intima ao elemento dental se deve a pre-
senca de adesinas especificas de seu en-
voltério, com destaque apara a proteina
P1, capaz de reconhecer e ligar compo-
nentes da saliva adsorvidos a superficie
do dente (Brady e cols. 2010). Uma vez
aderido a essa superficie, S. mutans
promove a formagéo de polissacarideos
extra-celulares (PEC) pela ag&o das enzi-
mas glicosiltranferases (Gtf), capazes de
sintetizar PEC a partir de aglcares como
sacarose (Bowen e cols., 2011).

A caracterizagao do sistema de trans-
porte Opp de S. mutans demonstrou que
esse € codificado pelos cinco genes
encontrados em outros estreptococos,
oppA, B, C, D e F. Apesar da observa-
¢do dos genes do sistema Opp, em S.
mutans, apenas uma copia do dominio
LS esta presente, diferindo das demais
bactériaso desse género. Quando o
sistema foi deletado do genoma de S.
mutans, ndo foi observado aumento na
resisténcia a aminopterina, indicando a
presenca de sistemas alternativos ca-
pazes de internalizar esse peptideo. De
modo semelhante, a cepa mutante ndo

alterou seu perfil de aderéncia a super-
ficies abidticas ou sua capacidade de
internalizar DNA exdgeno (NEPOMUCE-
NO e cols. 2007).

Além do estudo realizado com S.
mutans, outras bactérias orais tiveram
seus sistemas de transporte Opp ana-
lisados. Esse grupo de estreptococos
engloba bactérias das mais diversas
classes de Lancefiled, como o grupo K
de S. salivarius, grupo H de S. gordonii
a estreptococos nao classificados, como
o0 S. sobrinus (KILLIAN, 2002). Em 1990,
Jenkinson e colaboradores identificaram
uma proteina de superficie de 76kDa
que posteriormente foi sequenciada e
analisada pelo mesmo grupo como um
ortélogo da protéina AmiA. Quando o
gene que a codifica foi inativado, ob-
servou-se que S. gordonni apresentava
uma redug&o na sua capacidade de ade-
sao a pelicula adquirida, uma camada de
proteinas salivares adsorvidas ao dente,
bem como uma redugédo em sua capa-
cidade de agregacdo com saliva e com
fluidos corpdreos como soro (JENKIN-
SON e cols. 1990, JENKINSON, 1992).
Esse ortélogo ficou conhecido como pro-
teina HppA que, além das alteracdes na
capacidade de aderéncia, demonstrou
uma redugéo no taxa de replicagéo celu-
lar em meio rico, retardamento na indu-
¢ao do estado de competéncia natural e
aumento da resisténcia a aminopterina,
confirmando ser esse o sistema respon-
savel pela captagdo de oligopeptideos
(JENKINSON e cols. 1996).

5.4 Outros Streptococcus

S. agalactiae, agente causador de
infecgdes invasivas em neo-natos apre-
senta um sistema Opp com dois para-
logos da proteina OppA, que possuem
uma sobreposicdo nos peptideos pre-
ferencialmente captados, e sdo relacio-
nados com a capacidade dessa bactéria
aderir a células epiteliais, fibrinogénio e
fibronectina, apresentando uma redugéo
de aderéncia na ordem de 26% a 35%
quando da auséncia do dominio integral
de membrana, OppB (SAMEN e cols.,
2004).

Ademais a estreptococos patogénicos
humanos, o sistema Opp de transporte
foi analisado em outras espécies bacte-
rianas, como aquelas que sdo capazes

de crescer em leite e promover infec-
¢Oes intramamérias em gado leiteiro. S.
uberis teve seu sistema de transporte
de oligopeptideos identificado em 2002,
no qual um mutante no gene que codi-
fica o dominio ligador de nucleotideos,
oppF, tornou-se incapaz de incorporar
aminacidos essenciais de peptideos es-
pecificos, uma caracterisitca importante
para seu crescimento em leite (SMITH e
cols. 2002). Um paralogo do gene oppA,
distante do operon opp primariamente
descrito nessa espécie bacteriana, foi
encontrado e mutantes especificos de-
monstraram que esse néo era prioritaria-
mente empregado na internalizacdo de
peptideos, apesar de sua expressdo ser
aumentada consideravelmente quando a
bactéria foi inoculada em leite, indicando
que esse paralogo, nomeado oppA2 apre-
senta um papel na viruléncia bacteriana,
possivelmente como um mecanismo sen-
sor do meio ambiente (quorum-sensing)
(TAYLOR e cols. 2003). S. thermophilus,
outra bactéria com capacidade de cres-
cer na presenga de leite, apresenta trés
paralogos do gene oppA, envolvidos di-
retamente com a internalizagdo de pep-
tideos (Figura 2). De fato existe uma so-
breposicdo entre os peptideos preferen-
cialmente captados pelos paralogos e a
eliminagdo de qualquer um destes reduz
a capacidade de crescimento bacteriano
(GARAULT e cols. 2002; JUILLE e cols.
2005). Fora seu papel na internaliza-
¢ao de nutrientes, o sistema Opp de S.
thermophilus participa ativamente na in-
dugéo do estado de competéncia dessa
bactéria, visto que sua presenca regula
a ativagdo do gene comX, responsavel
por codificar o peptideo de estimulo &
competéncia (CSP) em estreptococos
(GARDAN e caols., 2009).

A participagdo do sistema Opp na fi-
siologia e patogenicidade de Streptococ-
cus esta indicada na figura 03 e tabela 01.
Como é possivel notar, os diversos traba-
lhos que buscaram identificar o papel do
sistema de transporte de oligopeptideos
na fisiologia e viruléncia dos estreptoco-



TABELA 1 - CARACTERISTICAS DO SISTEMA OPP NA FISIOLOGIA E PATOGENICIDADE DE STREPTOCOCCUS.

Bactéria Caracteristica relevante

S. pneumoniae TIGR

S. pyogenes Redug&o na mortalidade e em danos teciduais de camundongos oppA
S. gordonii Redugéo na capacidade de adesao hppA
S. mutans Né&o houve alteragao na patogenicidade oppA-F
S. agalactiae Redugao na capacidade de adesdo oppB
S. uberis Possivel papel no quorum-sensing 0ppA2
S. thermophilus Redugao na expresséo de CSP oppA
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Figura 3 - Participacéo do sistema Opp de transporte de oligopeptideos na

fisiologia e patogenicidade de Streptococcus.

cos demonstraram uma grande variagao
de fungéo desse sistema. Independente
do nicho de colonizagdo, podemos en-
contrar sistemas que agem exclusiva-
mente como captadores de nutrientes,
como aqueles envolvidos em mecanis-
mos refinados de comunicagdo interce-
lular, quorum-sensing, mesmo dentro
da mesma espécie bacteriana, mas em
cepas distintas. Esse fato apenas reforga
a riqueza de dados que podem porvir de
estudos em um numero maior de estrep-
tococos, demonstrando a relevancia do
sistema Opp de transporte em bactérias,
especialmente naquela envolvida na re-
gulagéo global de expressdo génica de
uma célula.
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Expanséo da produgéo de etanol tem impactado a diversidade de micro-
organismos nos solos do cerrado brasileiro

Nos Ultimos dez anos, o petroleo
foi algado ao posto de grande vildo do
aquecimento global. O etanol, por outro
lado, passou a ser visto como alternativa
ecologicamente correta frente a libera-
¢a0 de gases do efeito estufa resultan-
te da queima de combustiveis fosseis.
Gragas ao uso desse biocombustivel e
da bioeletricidade o Brasil reduz em 22%
ao ano suas emissdes de CO2. Com o
etanol reabilitado, as lavouras de cana
de agucar se expandiram e hoje ocupam
mais de nove milhdes de hectares em
todo o pais. Nesse periodo, a produgéo
do alcool combustivel duplicou, atingin-
do 23 milhdes de metros clbicos.

Nesse processo, o Cerrado brasileiro
se transformou na mais nova fronteira
agricola do setor sucroalcooleiro. Para
se ter uma ideia, nos Ultimos cinco anos
as areas de cultivo nos estados de Goias
e Mato Grosso do Sul cresceram 300%,
um fendmeno largamente impulsionado
pelo programa brasileiro de biocombus-
tiveis. Entretanto, pouco se conhece so-
bre o impacto do avango das lavouras de
cana sobre esse bioma, um dos maiores
reservatorios mundiais de biodiversidade.
Estima-se que o cerrado responda por um
tergo da biodiversidade brasileira e, con-
sequentemente, por pelo menos 5% de
toda a diversidade bioldgica do planeta.
Faltam informagdes, sobretudo, no que
diz respeito ao impacto dessa cultura so-
bre as comunidades bacterianas do solo
do Cerrado e sobre suas propriedades.

Pensando nisso, pesquisadores do
Centro de Energia Nuclear em Agricul-
tura da Universidade de S&o Paulo; do
Instituto de Microbiologia Paulo Goes,
da Universidade Federal do Rio de Ja-
neiro; da Embrapa Solos e do Centro
de Ecologia Microbiana da Michigan
State University, dos Estados Unidos,
uniram esforgos para avaliar a estrutura
das comunidades bacterianas do solo
do cerrado em trés situagdes: vegeta-
¢do nativa; lavouras mecanizadas de

cana-de-agUcar e lavouras com coleta
bragal, nas quais a queima da palha da
cana precede a colheita. Para analisar a
diversidade de filos e populagdes bacte-
rianas os cientistas recorreram métodos
de ponta, como o piro-sequenciamento.

Os resultados encontrados revela-
ram uma grande propor¢do de micro-
-organismos ainda ndo descritos, o que
reforgou a crenga na necessidade de
preservar a biodiversidade desse bioma.
“O solo do cerrado é um ecossistema
muito complexo, com uma grande va-
riedade bacteriana da qual uma parte
substancial permanece desconhecida”,
diz o0 pesquisador Alexandre Rosado, da
UFRJ. Mas o que mais chamou a aten-
cao foi a verificagdo de uma redugéo da
populacgdo bacteriana nas areas de culti-
vo de cana, em relagao as areas nativas.
“Concluimos que o cultivo de cana de
agucar promoveu mudangas estruturais
significativas na comunidade bacteriana,
com o filo Firmicutas e a classe Acido-
bacteria sendo os grupos mais afeta-
dos”, comenta Alexandre.

Mas ha diferengas no tamanho do
impacto ambiental provocado por cada
sistema produtivo. Os autores do estudo
concluiram, por exemplo, que nas lavou-
ras mecanizadas, onde ndo ha queima
da palha da cana, o dano sobre as co-

munidades bacterianas € menor do que o
verificado nas lavouras de coleta manual.
As comunidades bacterianas presentes
nestas Ultimas foram as que mais dife-
riram das encontradas nas regides de
vegetacdo nativa. “Mais pesquisas serdo
necessarias para que possamos adminis-
trar? Nao entendi o impacto provocado
pelas mudangas no uso do solo através
dos anos”, diz Alexandre Rosado.

Effect of Sugarcane Burning or Green Har-
vest Methods on the Brazilian Cerrado Soil
Bacterial  Community  Structure,publicado
na PLOS One http://lwww.plosone.org/ar-
ticle/info%3Adoi%2F10.1371%2Fjournal.
pone.0059342

Estatisticas do setor sucroalcooleiro (Pagina
da Unica - Unigo da Industria de Cana de Agu-
car) http://www.unica.com.br/fag/

Biodiversidade do cerrado. Post do jorna-
lista Washington Novaes, especialista em
meio-ambiente e consultor do primeiro re-
latério nacional sobre biodiversidade, no
blog Mundo Sustentavel, de André Trigueiro
(GloboNews)  http://www.mundosustentavel.
com.br/2012/05/desmatamento-no-cerrado-e-
-consequencias/

MUDANCAS NAS PROPRIEDADES DO SOLO

A seguir, algumas variagdes encontradas pelos pesquisadores nas amostras de solo de cerrado pesquisadas

Parametros Controle
pH 6.6°
Exchangeable Al BD
Exchangeable Ca 11.42
Exchangeable Mg 3.9°
Exchangeable Na 1.72
Exchangeable K 306.6°
Exchangeable H+Al 48°
Total P 102.32
SB' 16.12
CEC? 209
V3 77.0°

Colheita mecanizada

Colheita manual com queima

6.4° 5.8
BD BD
10.° 4.3
2.1 1.6°
2.8 BD
735.6° 280.0°
5.0° 6.5°
34.6° 32.6°
14.2° 6.6°
19.0° 13.1°
74.7° 50.4°
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Em todo o mundo, cresce a pressédo pela abolicdo do uso de animais em
experimentos cientificos. No Brasil, alguns pesquisadores tém estudado
alternativas de modelos in vivo para substituir os testes feitos em mamiferos.

Apos ter seu laboratdrio invadido por
ativistas em outubro, o instituto de pes-
quisas Royal anunciou no comego de
novembro o encerramento de suas ati-
vidades em S&o Paulo. No més anterior,
um grupo de manifestantes penetrou no
Instituto — localizado em S&o Roque, a
66 quildmetros da capital paulista — para
resgatar 178 cdes da raga beagle usa-
dos em testes da industria farmacéutica.
Na nota em que justifica sua deciséo, a
direcdo do instituto afirmou que a reti-
rada dos animais provocou “elevadas e
irreparaveis perdas” e que o grupo teme
pela seguranga de seus funcionarios. O
episédio criou polémica e popularizou
um debate que ja vem acontecendo nos
bastidores, entre cientistas, governos,
defensores dos direitos dos animais e as
industrias cosmética e farmacéutica.

No mundo todo, nédo faltam iniciati-
vas para estimular a pesquisa de novos
modelos de pesquisa e de ensino que
ndo dependam da experimentagdo em
animais. Uma das instituicbes que atu-
am nessa linha é o European Resource
Centre for Alternatives in Higher Educa-
tion (Eurca), uma organizagdo que pre-
tende desenvolver métodos inovadores
e criativos, e de alta qualidade, para
substituir o uso de animais no ensino.
Alguns projetos do centro sdo a cria-
¢a0 de um banco de recursos didaticos
alternativos, em sua maioria modelos
eletronicos; a montagem de uma rede de
professores que disseminem ativamente
suas experiéncias e boas praticas e o
desenvolvimento de uma base de dados
de modelos alternativos avaliados e tes-
tados por colegas.

Na esfera das pesquisas cientificas, 0
Frame (Fund for the Replacement of Ani-
mals in Medical Experiments, da Ingla-
terra) quer eliminar o uso de animais nos
laboratorios, por meio de trés praticas:

reducédo, aprimoramento e substituicao.
“Onde o uso dos animais atualmente é
necessario, o Frame defende a redugéo
dos numeros de espécimes envolvidos
para 0 minimo possivel e o aprimora-
mento dos procedimentos para minimi-
zar o sofrimento causado”, afirmam os
organizadores da instituicdo, em sua pa-
gina na internet. O passo seguinte seria
a substituicdo progressiva dos animais
nos testes. “Acreditamos que a atual es-
cala de experimentacdo com animais é
inaceitavel”, acrescentam. Isso porque,
segundo o sistema regulador europeu
Registration, Evaluation, Authorization
and Restriction of Chemicals (REACH),
entidade que testa substancias quimi-
cas, estima que seriam necessarios 3,9
milhdes de animais para realizagdo dos
ensaios com as substancias quimicas
catalogadas cuja toxicidade ainda nao
foi avaliada para futuro uso em remédios
e cosméticos.

Na América, uma das mais prestigio-
sas instituigdes de ensino do mundo, a
Johns Hopkins School of Public Health,
criou 0 seu Centro de métodos alter-
nativos para os Testes com Animais. O
centro incentiva o desenvolvimento e
validacdo de alternativas aos animais
na pesquisa, nos testes de produtos e
na educagéo divulgando praticas e para
isso esta financiando uma bolsa de pos-
-doutorado de 40 000 délares oferecida
pelo Fundo Americano de Alternativas a
Pesquisa Animal e pela Sociedade de
Anti-vivisseccdo da Nova Inglaterra.

No Brasil, universidades e entida-
des como a Sociedade Brasileira de
Métodos Alternativos a Experimentagéo
Animal e Centro Brasileiro de Validagdo
de Métodos Alternativos tém se reunido
na tentativa de divulgar a importancia
dessa tematica no Brasil. Em 2010, foi
realizado na Universidade Estadual Pau-

lista (Unesp) o férum Alternative and in
vitro methods for the safety assessment
of chemicals and their impact to the he-
alth and the environment: updating and
perspectives que contou com a presenca
de pesquisadores brasileiros e estran-
geiros, como Thomas Hartung, diretor
do Centro de Alternativas aos Testes em
Animais da Universidade Johns Hopkins;
Troy Seidle, diretor de pesquisa e toxi-
cologia da organizag&o de protegéo aos
animais Humane Society International,
Chantra Eskes que trabalhou no Euro-
pean Center for the Validation of Alter-
native Methods (ECVAM) e atualmente
é consultora e membro do Executive
Board from the European Society of In
Vitro Toxicology (ESTIV) e Dermeval de
Carvalho, da Associacdo Brasileira de
Cosmetologia. Ao lado de estudiosos
da USP, UFSC, UFRJ, e de represen-
tantes de érgaos como Concea, Anvisa,
Fapesp, CNPq e Ministério da Ciéncia e
Tecnologia, eles discutiram como reunir
esforgos para avangar na formulagéo de
novas solugdes de modelos de pesquisa.
Uma das ideias é criar um nucleo para
facilitar o desenvolvimento nas areas de
validagao, revisdo e adogdo de métodos
alternativos, propondo o financiamento
de pesquisas relevantes e divulgando
informag&o atualizada sobre o tema.
Alguns cientistas brasileiros ja es-
téo trabalhando no desenvolvimento de
novos modelos de pesquisa in vivo. Um
deles é a pesquisadora Liliane Scorzoni,
bolsista de pés-doutorado da Fundagéo
de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo. No estudo Antifungal Efficacy
during Candida krusei Infection in Non-
-Conventional Models Correlates with
the Yeast In Vitro Susceptibility Profile,
publicado em parceria com pesquisa-
dores do Instituto de Salud Carlos IlI,
da Espanha, e da Universidade de An-



tioquia, na Colémbia, Scorzoni e colegas
da UNESP investigaram o uso de hospe-
deiros invertebrados no estudo de doen-
gas fungicas. Mais especificamente, os
pesquisadores observaram larvas de tra-
¢a da cera Galleria mellonella e 0 nema-
téide Caenorhabditis elegans, infectados
com o fungo Candida krusei. O objetivo
era avaliar a viabilidade desses modelos
ndo-convencionais em analises sobre a
eficacia de drogas antifingicas. “Alguns
aspectos da resposta inata desses hos-
pedeiros sdo semelhantes ao que ocor-
re nos mamiferos. As larvas podem ser
incubadas numa gama de temperaturas
entre 25 e 37 graus Celsius, permitindo
simular o habitat natural do fungo e as
condigdes de infeccdo dos mamiferos.
Além disso, assim como nos modelos
em mamiferos, é possivel introduzir por
injecdo doses exatas dos patégenos nas
larvas”, dizem os pesquisadores no ar-
tigo.

Uma das limitagbes para a comple-
ta eliminagdo dos testes com animais &
que, atualmente, ainda ndo é possivel
substitui-los em uma série de experi-
mentos cientificos, principalmente no
desenvolvimento de medicamentos des-

tinados ao consumo humano. Porém,
para a professora Maria José Mendes
Giannini, pro-reitora de Pesquisa da
Universidade Estadual Paulista (Unesp)
e membro do Conselho Superior da Fa-
pesp, questdes éticas, custos e resulta-
dos mais rapidos s&o alguns dos bene-
ficios que incentivam o uso progressivo
de modelos alternativos. “Os ensaios em
animais podem apresentar dificuldades
de correlagdo com os resultados em
seres humanos. Por outro lado, alguns
métodos alternativos aos animais vém
mostrando, inclusive, maior correlagéo
com os estudos realizados em seres
humanos. Um exemplo desta pratica &
0 uso de células humanas para avaliar
diversos efeitos toxicologicos que per-
mitiriam melhor previsdo de resposta a
substancias e produtos”, avalia.
Enquanto alguns cientistas, como a
equipe da professora Maria José Gian-
nini, se adiantam na pesquisa de novas
alternativas de estudo, um levantamento
do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (Concea), do
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e In-
formagéo aponta que 195 das 375 insti-
tuicdes que usam animais em pesquisas

no Brasil estdo com seus relatérios de
prestacdo de contas atrasados e po-
dem ter suas atividades suspensas. Os
relatérios trazem informagdes sobre a
quantidade de cobaias usadas em cada
experimento, sobre as empresas bene-
ficiadas pelos testes e sobre acidentes
e mortes dos bichos durante os procedi-
mentos. Segundo o Concea, essas insti-
tuicdes ja foram advertidas e podem ser
descredenciadas.

Antifungal efficacy during Candida krusei in-
fection in non-conventional models correlates
with the yeast in vitro susceptibility profile.
PLoS One - 2013;8(3):e60047. doi: 10.1371/
journal.pone.0060047. Epub 2013 Mar 28

Fund for the Replacement of Animals in Me-
dical Experiments — http://www.frame.org.uk/

The Johns Hopkins Center for Alternatives to
Animal Testing (CAAT) — http://caat.jhsph.edu/

The European Centre for the alternatives
in higher education - http://www.academia.
edu/970586/The_European_resource_cen-
tre_for_alternatives_in_higher_education
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Uma esperanca contra as
mortes causadas pela PCM

por Vanessa Vieira

Uma vacina terapéutica poderia reduzir o tempo de tratamento e evitar

sequelas e recidivas dessa infec¢do fungica sistémica

Em dezembro de 2009, a atriz ameri-
cana Brittany Murphy — estrela de filmes
como Garota Interrompida e As Patrici-
nhas de Beverly Hills — foi encontrada
morta em sua mansdo em Los Angeles.
A causa da morte era uma combinag&o
de pneumonia, anemia e intoxicagdo
por remédios para infecgdo respirato-
ria. Apenas seis meses mais tarde, o
marido de Brittany, o roteirista britanico
Simon Monjack, também veio a 6bito. A
autopsia concluiu que a morte dele fora
causada por pneumonia aguda e severa
deficiéncia de ferro. A revelagdo provo-
cou a abertura de uma nova linha de in-
vestigacdo — a de que a morte do casal,
na realidade, teria sido provocada pela
macica infestagdo de fungos na mansao,
castigada pelo mofo.

Pouca gente sabe, mas algumas for-
mas de infecgbes fingicas podem ser
altamente letais. E o caso da paracoc-
cidioidomicose (PCM), uma doenca pul-
monar causada pelos fungos Paracocci-
dioides brasiliensis e Paracoccidioides
lutzii. Entre 1996 e 2006, 1.853 pessoas
morreram de PCM no Brasil. Essa mico-
se sistémica & a décima principal causa
de mortes entre doencas infecciosas no
Brasil e deixa mais vitimas fatais do que
a conhecida Doenga de Chagas.

A paracoccidioidomicose foi descrita
por Adolfo Lutz em 1908 e ocorre prin-
cipalmente nas zonas rurais do Brasil
e de outros paises da América do Sul.
Suas vitimas sdo predominantemente
trabalhadores rurais do sexo masculino,
fumantes e etilistas cronicos, com con-
digbes nutricionais e socioeconémicas
precarias. Talvez por sua incidéncia em
uma populagdo mais pobre, que vive
distante dos grandes centros, a doenca
ainda seja desconhecida do grande pu-
blico. A infecgdo por Paracoccidioides é

adquirida pela inalagdo dos conidios do
fungo, que se alojam nos pulmdes e se
transformam em leveduras ao alcangar
os alvéolos pulmonares. Embora a aqui-
sicdo do fungo resulte tipicamente em
infecgdes assintomaticas, em individuos
com baixa imunidade, a doenga pode se
disseminar para outros 6rgdos, como
baco e figado.

ALTERNATIVA DIAGNOSTICA

O tratamento convencional da para-
coccidioidomicose é baseado na admi-
nistragéo prolongada de drogas antifun-
gicas, como sulfonamidas, anfotericina B
ou azois. Em casos graves, a aplicagao
dessas drogas acontece por via endo-
venosa. Mas ndo ha garantias, mesmo
ap6s o fim do tratamento, da completa
destruicéo do fungo. O tratamento inicial
pode demorar de dois a seis meses, mas
tratamentos prolongados sdo necessa-
rios com frequéncia, e podem durar mais
de dois anos. Recidivas sdo comuns,
principalmente quando o tratamento néo
é seguido até o fim. A doenca invariavel-
mente exige afastamento do trabalho ou
da escola e, nos casos mais graves, a in-
ternagao hospitalar prolongada também
tem um alto custo. Mas uma nova opgéo
de tratamento poderia advir da criagao
de uma vacina contra esse fungo.

Uma das tentativas nesse sentido
envolveu o uso de amostras de P, brasi-
liensis de baixa viruléncia para imunizar
camundongos. Essa infecgéo prévia foi
capaz de proteger os

animais de uma infecgdo posterior
por uma cepa de alta viruléncia, indu-
zindo a resposta imune celular por meio
da ativagéo de linfocitos T CD4+ e CD8+
efetivos. Resultados semelhantes foram
observados em outro estudo em que os

camundongos foram imunizados com
leveduras de alta viruléncia, atenuadas
por radiagdo gama.

Ensaios de contagem de UFCs (uni-
dades formadoras de colénia) e histolo-
gia do pulméo, figado e bago dos ani-
mais mostraram que houve redugédo de
quase 100% da carga fingica, além de
altos niveis de anticorpos IgG1 e 1gG2a,
especificos contra P, brasiliensis.

VACINAS DE DNA

Outra linha de pesquisa de vacinas
contra a PCM aposta no uso da glico-
proteina GP43, considerada o principal
antigeno diagndstico da paracoccidio-
idomicose. Em 1986, uma equipe da
Escola Paulista de Medicina da Univer-
sidade Federal de Sao Paulo (Unifesp),
em parceria com o Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal
do Parana constatou que a GP43 rea-
ge com os anticorpos de praticamente
100% dos pacientes com a doenga. Dez
anos mais tarde, pesquisadores do De-
partamento de Microbiologia, Imunologia
de Parasitologia da Unifesp fizeram o se-
quenciamento gendmico do P. brasilien-
sis e, a partir desse ponto, apontaram
um peptideo -- o décimo de um painel
de 25 -- que ficou conhecido como P10,
capaz de estimular a resposta imunolé-
gica. “O peptideo P10 tem o poder de
induzir a producdo de interferon gama
e interleucina 2, substancias que modu-
lam a resposta imune a doenga”, explica
Carlos P. Taborda, professor associado
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
USP e chefe do Laboratério de Micologia
Médica do Instituto de Medicina Tropical
de S&o Paulo/LIM53 da Universidade de
Séo Paulo.

Para desenvolver uma vacina a partir




do P10, os cientistas comegaram a pes-
quisar a melhor forma de fazer com que
esse peptideo reagisse com as células
do sistema imunoldgico. “Varios veiculos
de entrega foram testados: nanopar-
ticulas, flagelina, células dendriticas”,
detalha Taborda. As células dendriti-
cas, transfectadas com um plasmidio
contendo a sequéncia de DNA do P10,
revelaram-se uma das melhores opgoes.

Quando testada em camundongos,
tanto de forma profilatica como tera-
péutica, a vacina de DNA contendo a
sequéncia codificadora do peptideo P10
mostrou-se capaz de ativar os linfocitos
T e de reduzir a carga fungica e o0 dano

aos tecidos infectados. A aplicacéo repe-
tida da vacina de DNA gerou células de
memoria, conferindo uma protegdo de
longo prazo e preservando a integridade
do tecido infectado. “A vacinagdo tera-
péutica com antigenos pode estimular a
resposta das células imunolégicas e se
somar ao efeito protetor da quimiotera-
pia, contra-atacando as possiveis recidi-
vas e reduzindo as sequelas fibroticas”,
comenta Carlos P. Taborda, da USP.
Agora, 0 préximo passo para trans-
formar uma vacina como essa numa
alternativa ao tratamento convencional
a paracoccidioidomicose € a realizagao
de testes em humanos. “Nosso grande

desafio & conseguir recursos para fazer
esses testes, que sdo muito caros”’, diz
0 pesquisador da USP. Segundo ele, o
maior interesse em investir numa vaci-
na terapéutica contra a PCM seria dos
governos estadual e federal, j& que o
publico-alvo desse tipo de tratamento é
uma populagdo carente, que ndo esta
no radar dos grandes laboratérios. Um
avango que poderia representar redu-
¢do de tempo e de custos nos longos
tratamentos contra a PCM, além de uma
esperanca para os milhares de vitimas
anbnimas dessa doenga ainda larga-
mente ignorada.



Selo de Qualidade SBM
Confianca na qualidade
do produto

Em 2009 a Sociedade Brasileira de Microbiologia implantou o Selo de Qualidade

SBM, com o objetivo de promover a certificagdo de produtos sanitariamente adequados Selo de
quanto a presenga de microrganismos. Em paralelo ao Selo, foi criado o Departamento .
de Avaliagdo de Produtos pela SBM, responsavel pelas analises e pesquisas dos produ- Qua"dade
tos, incluindo as embalagens e informagdes ao consumidor. = .

A certificagdo do produto comegou a ser uma exigéncia do mercado e os fabrican- ‘:3 OCIEdade
tes passaram a se preocupar mais em adequar sua produgdo e seus produtos dentro .
de parametros qualitativos e com pregos competitivos. O programa de certificago da Brasileira de
SBM visa certificar produtos quanto a sua qualidade microbiolégica e/ou sua capacidade . . .
germicida, Microbiologia

O processo de certificagdo pela SBM segue um programa internacional, cujas diretri-
zes emanam da Organizagdo Mundial de Saude.

O primeiro produto a receber o Selo de Qualidade da SBM foi o Dettol® produzido
pela empresa Reckitt-Benckiser nas formas de sabonete em barra, sabonete liquido e
gel anti-séptico. Este selo foi concedido apds avaliagdo de parecer técnico-especifico
emitido por especialistas indicados pela SBM.

Como solicitar o Selo SBM

As empresas interessadas em encaminhar seus produtos para avaliagdo do programa de certificagdo da SBM devem:

- Enviar carta a Sociedade Brasileira de Microbiologia e solicitar que o produto, fabricado ou comercializado no Brasil seja analisado
para receber o Selo de Qualidade SBM;

- Também ¢é preciso enviar estudos ja realizados sobre o produto, como analises, pesquisas e formulagdo, além de informagdes
adicionais que houver;

- Caso a comissdo de avaliagdo achar necessario, novos testes em laboratérios credenciados poderéo ser solicitados.

Vigéncia é de 24 meses

Depois do envio deste material, 0 SBM firma com a empresa solicitante um protocolo de pesquisa, informando os objetivos, procedi-
mentos e tempo de estudo. A realizag&o dos ensaios dura entre 30 a 90 dias e todas as anélises realizadas, materiais e equipamentos
utilizados obedecem a normas especificas para cada produto. Sendo o produto aprovado, devera a Empresa assinar um Contrato que
rege todos os pontos do relacionamento com a SBM, passando a efetuar um pagamento mensal pela utilizagdo da marca. Este valor
mensal também ¢ definido conforme o resultado da analise do Questionario de Perfil da Empresa.

Para tornar possivel mais essa atividade da SBM, foi realizado um convénio de parceria com empresa tradicional em proficiéncia, a
Controllab.

Para obtengdo de maiores esclarecimentos entre em contato com:
sbm@sbmicrobiologia.org.br

IMICROBIOLOGIA
in foco
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SBM /N FOCO - A forma direta de falar
com os microbiologistas.

o MCROBK o0

A revista do
Microbiologista.

B DGRUEOCGIA

A revista do
Microbiologista.

S e
qia?

A microbiologiaZ

revelada peloGo

SOCIEDADE
BRASILEIRA DE
MICROBIOLOGIA

Apresentamos o plano de comercializagdo para 1 ou 4 edigéo (des) da Revista Microbio-
logia in Foco.

Periddico da Sociedade Brasileira de Microbiologia, com tiragem de 2000 exemplares e
distribuigdo gratuita. Revista de informag&o e divulgagao sobre temas em bacteriologia, mi-
cologia e virologia nas varias areas de abrangéncia da Microbiologia: ambiental, agricola,
bésica, de alimentos, industrial, médica humana e veterinaria e oral.

Arevista ainda conta com espagos para divulgacao de consensos, agenda cientifica, atua-
lidades e oportunidades de trabalho.

Venha fazer parte deste veiculo de informagéo atualizada!
Atenciosamente,

Marina Baquerizo Martinez e Carlos P. Taborda - Editores
Sociedade Brasileira de Microbiologia

VALORES:
Capa Final Interna 1 edicdo R$ 2.000,00 4 edigdes — R$ 4.000,00 cada
Capa Final Externa 1 edigdo R$ 2.500,00 4 edigbes — R$ 5.200,00 cada

Y pagina (par) 1 edi¢do R$ 1.000,00 4 edigGes — R$ 1.600,00 cada
Pagina Inteira (par) 1 edigdo R$ 1.850,00 4 edigbes — R$ 3.600,00 cada
Y, péagina (impar) 1 edigdo R$ 1.350,00 4 edigdes — R$ 2.400,00 cada

Pagina Inteira (impar) 1 edicdo R$ 2.150,00 4 edigGes — R$ 4.400,00 cada

FORMA DE PAGAMENTO: 15 dias apds a edi¢do da Revista, através de boleto ban-
cario com recibo oficial.

pagina inteira

21x28cm
1/2 pagina

18x12cm

Para anunciar entre em contato com Jair Cagnotto:
E-mail: financeiro@sbmicrobiologia.org.br
Telefone: (11) 3813-9647 ou 3037-7095

WWW.SBMICROBIOLOGIA.ORG.BR



AGENDA 2014

Data: 1 a 6 de junho de 2014
Congresso Internacional de Micoplasmologia
(IOM2014)

Blumenau - SC

y s - I.'/;—
IOM l‘b B T FuRE
BLUMENAL vl ettt Ay

Data: 28 de setembro a 1 de
outubro de 2014

14th International Symposium on Biopolymers
Santos - Sdo Paulo - Brazil

Data: 12 a 15 de outubro de 2014

12° Congresso Latinoamericano de
Microbiologia e Higiene de Alimentos (COLMIC )
IV IAFP Latin America

13° Simpésio Internacional ABRAPA de
Seguranga de Alimentos

Symposium of the International Commission on
Food Mycology

Foz do Iguacgu - Hotel Rafain

WA

MICROAL 2014

Data: 22 a 24 de outubro de 2014

XVI Encontro Nacional de Microbiologia

Ambiental
Jodo Pessoa - PB

ENAMA

' XIV Encontro Nacional de Microbiologia Ambiental

De 22 a 24 de outubro de 2014
Hotel Tambaii - Joao Pessoa
Paraiba - Brasil

Data: 22 a 24 de outubro de 2014

4° Simpésio Internacional de Microbiologia

Clinica
Jodo Pessoa - PB

Data: 5 a 8 de novembro de 2014

XXII Congreso Latinoamericano de
Microbiologia (2014 ALAM)
IV Congreso Colombiano de Microbiologia

(4CCM 2014)

Catagena de Indias, Colombia.

Asociacion Latinoamericana
de Microbiologia

Asociacién Colombiana
de Microbiologia




ESPECIALIZACAO

Especializacao em Microbiologia Clinica

Propésitoprincipal  diagndsticolaboratorial das doencasinfecciosas. Publicoalvo graduados da drea de salde, biologia e profissionais
atuantes em microbiologia médica.

Especializacao em Microbiologia Ambiental / Industrial

Propdsitoprincipal  utilizacdo de microrganismos para geragio de Publicoalvo microbiologistas atuantes na dreaambiental/ industrial
produtos de interesse comercial.

Especializacao em Microbiologia de Alimentos

Propésito principal origem e estabelecimento damicrobiotadealimentos  Publicoalvo graduados da drea da saide, em biologia, veterinaria,
carneos,lacteos e vegetais. engenheiros de alimentos e microbiologistas atuantes
nadreadealimentos.

Local e Data Quinzenalmente as sextas- (19-23h) Informagoes Coordenacéo Pedagdgica da SBM
e aos sabados (9-18h) : curso @sbmicrobiologia.org.br
Universidade Sao Paulo — Campus Butanta +55 11 3037-7095
www.sbmicrobiologia.org.br — link “cursos”

2|

(Cargahoréria 252h presenciais +200h de estudo dirigido

e profissionais

Local e Data Quinzenalmente as sextas-feiras (19-23h) Informacoes Coordenagdo Pedagdgica da SBM
e aos sabados (9-18h) curso @sbmicrobiologia.org.br
Universidade Sao Paulo — Campus Butanta +55 11 3037-7095

www.sbmicrobiologia.org.br - link “cursos”



SOCIEDADE
BRASILEIRA DE
MICROBIOLOGIA

FIQUE'SOCIO) |

Os s6cios da SBM tém direito a descontos especiais nos eventos
promovidos ou patrocinados pela SBM. Para usufruir do desconto
de associado em nossas atividades é imprescindivel estar anuente
a dois anos consecutivos com a sociedade. Além disso, tém acesso
livre a revista cientifica Brazilian Journal of Microbiology (BJM) e
que se destina a publicagéo de trabalhos de pesquisa originais, no-
tas breves e revisdes, envolvendo todos os aspectos da Microbiolo-
gia. E considerada uma das revistas cientificas mais importantes do
nosso pais. O BJM tem uma politica muito severa de avaliagdo dos
trabalhos submetidos a publicagdo, sendo cada manuscrito avaliado

Fique socio da SBM.
Veja informacdes no site: www.sbmicrobiologia.org.br
Lembre-se: um sécio da SBM integra a maior e mais represen-
tativa associagdo da comunidade cientifica que atua na microbio-

logia nacional.

Valores para associagdo

) f itk ) Categoria de SOCI0 ........covvvervreeenienriccirrineins Anuidade 2014
por pelo menos dois revisores criteriosamente selecionados. I
A revista Microbiologia in Foco tem o objetivo de promover o AlUNO @ Graduagao ............cccevisiiivvisssssivniissssins R$ 55,00
intercdmbio de informagdes cientificas entre os associados, publi-  Aluno de Pds-Graduagao (Mestrado e Doutorado) .....R$ 105,00
cando c_>s ajutores naizlor?als de express&o. Adota o mesmq critério e nieEe R$ 165,00
de avaliagdo e exceléncia que a SBM sempre adotou. Enviaremos o
o Ultimo nimero da Microbiologia in Foco a todos os novos associa- POMISSIONEL ...oovvssvves R$ 195,00
dos, ap6s sua efetiva associagao. Assinatura JUridica ..........ccoeevevvieceececceceeeennns R$ 355,00

D]faﬁuﬂzD

Biénio 2014-2015
SBM 2014-2015

Presidente
Marina Baquerizo Martinez (USP-SP)

Vice Presidente
Carlos Pelleschi Taborda (USP-SP)

1° Secretario
Gustavo Henrique Goldmann (FCRP-SP)

2° Secretario
Elizabeth de Andrade Marquez (UERJ - RJ)

1° Tesoureiro
Carla Taddei de Castro Neves (USP-SP)

2° Tesoureiro
Ana Lucia Figueiredo Porto (UFRP - PE)

Conselho Fiscal
Alexandre Soares Rosado (UFRJ-RJ)
Lauro Santos Filho (UFPB-PB)
Ana Lucia da Costa Darini (FCFRP - SP)

I-) - —_ oy o PS A a L

NCPIcsCin [antes de Al :):,.l)
SBM 2014-2015

Colegdes de Culturas Micotoxinas Microbiologia Industrial e Biotecnologia

*» Manuela da Silva, Fiocruz/RJ
+ André Rodrigues - UNESP / Rio Claro

Ensino
+ Maria Magali Stelato - PUC/Campinas
* Marcela Pelegrine Peganha - PUC-SP / UNISO

Genética de Microrganismos e Bioinformatica
* Gustavo Goldman - USP/SP
* Iran Malavazi - UFSCAR

Infecgdo Hospitalar
+ Afonso Luis Barth - UFRGS
» Lauro Santos Filho - UFPB

Micologia
+ Célia Maria de Aimeida Soares, UFG, GO
* Rosely Maria Zancopé Oliveira - FIOCRUZ

* [djane Oliveira - UFPE/PE
* Beatriz Thie lamanaka - ITAL - SP

Microbiologia Ambiental
* Valéria Mia — UNICAMP
+ Raquel Peixoto — UFRJ

Microbiologia Clinica
* Ana Lucia da Costa Darini - USP/Ribeirdo Preto
+ Jorge Luiz Mello Sampaio - USP/SP

Microbiologia de Alimentos
* Elaine de Martins - USP/Ribeirdo Preto
* Mariza Landgraf - USP/Sé&o Paulo

Microbiologia do Solo
+ Fernanda Andrade - UFC
+ Vania Maria Maciel Melo - UFC

* Luiz Henrique Guimaraes — USP/Ribeirdo Preto
* Adalberto Pessoa Junior - USP/SP

Microbiologia Veterinaria
* Rinaldo Aparecido Mota — Universidade Federal Rural de Perambuco
+ Miliane Moreira Soares de Souza - UFRJ

Patogenicidade Bacteriana
* Agnes Marie S4 Figueiredo - UFRJ
* Ténia Aparecida Tardelli Gomes do Amaral — Univ. Federal de S&o Paulo

Patogeno-Hospedeiro
+ André Béfica - UFSC
+ Leticia Carneiro - UFRJ

Virologia
+ Flavio Guimarées da Fonseca - UFMG/MG
+ Luciana Barros de Arruda, UFRJ-RJ












