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RESUMO

Base tedrica: A Fibrose Cistica (FC) ¢ uma doenca genética que acomete diversos Orgaos,
entretanto, as infec¢des cronicas das vias aéreas sao uma das principais comorbidades que afetam
estes individuos. A determinagdo do perfil microbioldgico destas infec¢des cronicas é realizada
através de técnicas tradicionais de cultivo. Dentre as bactérias comumente isoladas nas técnicas
de cultivo predominam de forma mais significativa a Pseudomonas aeruginosa, o Staphylococcus
aureus ¢ espécies do complexo Burkholderia cepacia. Essas bactérias provocam infeccdes
persistentes no pulmao do paciente com FC e sdo de dificil erradicagdo. Com base em tecnologias
moleculares, sugere-se que ha uma diferenca na diversidade bacteriana nas vias aéreas e a qual
pode estar associada a uma melhor evolugdo clinica da doenga. As metodologias moleculares
independem do cultivo bacteriano em meios de cultura e tem como base o sequenciamento do
gene 16S rRNA que ¢ bastante conservado em bactérias e permite identificar diferentes espécies.
O sequenciamento do gene 16S rRNA tem a potencial capacidade de apresentar maior
sensibilidade que as técnicas de cultivo tradicional, o que pode antecipar a deteccdo de um
patogeno ou indicar a persisténcia deste no pulmao de pacientes com FC.

Objetivo: Determinar o microbioma de pacientes com FC em amostras de escarro, afim de
correlacionar a microbiota de pacientes jovens com o resultado da cultura bacteriologica
tradicional, mutagdes em CFTR e presenga de leucocitos no escarro.

Métodos: Amostras de escarros de pacientes com FC foram coletadas para dois estudos distintos.
No primeiro estudo uma amostra de escarro de 27 pacientes diferentes foram obtidos e, em um
segundo estudo, foi determinado a presenca do género Burkholderia através do microbioma em
22 amostras de escarros de 9 pacientes diferentes. Para ambos os trabalhos a biblioteca do 16S
rRNA foi preparada usando a regido V3V4 do gene e o produto de amplificacdo foi submetido a
sequenciamento usando Illumina MiSeq. A determinagdo dos taxons presente na amostra foi
realizado por Amplicon Sequence Variants (ASV).

Resultado: Em relacdo ao primeiro estudo, a analise do microbioma detectou os géneros
Staphylococcus e Pseudomonas em todas as amostras de escarro. Na técnica de cultivo tradicional
a espécie mais prevalente foi Staphylococcus aureus presente em 70,4% (19/27) das amostras de
escarros analisadas, seguida por Pseudomonas aeruginosa em 33,3% (9/27) e complexo
Burkholderia cepacia em 29,63% (8/27). Foi possivel observar pelo microbioma uma diminui¢ao
significativa da diversidade bacteriana nas amostras de escarro com presenga de leucocito e o
mesmo ocorreu nas amostras oriundas de pacientes internados. Entretanto ndo foi observado
variagdes estatisticamente significativas entre os microbiomas de pacientes com diferentes
mutacdes no gene CFTR. No segundo estudo, através do microbioma foi possivel detectar o
género Burkholderia em pelo menos uma amostra dos 9 (100%) pacientes analisados, o que
representou 63,64% (14/22) dos escarros analisados. Em contrapartida, na cultura bacterioldgica
foi identificada a Bcc em apenas 4 amostras de escarro de 3 diferentes pacientes. Cabe mencionar
que os estudos acima foram os primeiros a determinar o microbioma pulmonar de pacientes com
FC através da analise por ASV.

Conclusdo: Os resultados de ambos estudos indicaram que o microbioma pdde antecipar a
deteccdo de gé€neros de importancia clinica (Pseudomonas, Staphylococcus e Burkholderia) em
comparacao com técnicas de cultivo laboratorial, e, com isso contribuir para um tratamento mais
precoce. Além disso, a menor diversidade do microbioma pode ser relacionada a aumento do
processo inflamatorio (presenca de leucdcitos) bem como a necessidade de internacao hospitalar.

Palavras chave: Fibrose Cistica, microbioma pulmonar, Comunidade Microbioldgica, Técnica
de cultura independente; ASV; 16S rRNA.



ABSTRACT

Backgorund: Cystic Fibrosis (CF) is a genetic disease that affects different organs; however, the
chronic airway infection is the main comorbidity of these individuals. The evaluation of the
microbiological profile of these chronic infections is usually performed by bacteriological culture.
Among the bacteria commonly isolated by culture-dependent technique, the main species are
Pseudomonas aeruginosa; Staphylococcus aureus and members of Burkholderia cepacia
complex (Bcc). These bacteria cause persistent infections in the lung of CF patients which are
difficult to eradicate. Based on molecular technologies, it has been suggested that there is a
difference in the bacterial diversity from the airways which may be associated with a better
prognosis of the disease. These molecular methods are independent of bacteriological culture as
they are based on sequencing of the 16S rRNA gene, which is highly conserved in bacteria and
allows to differentiate the species. The 16S rRNA sequencing has the potential to be more
sensitive than bacteriological culture; and it may anticipate the detection of a pathogen or indicate
its persistence in the lung of patients with CF.

Objective: To evaluate the microbiome in the respiratory tract of patients with CF in order to
correlate the airways microbiota of young patients with the result of bacteriological culture; CFTR
mutations and the presence of leukocytes in sputum.

Methods: Sputum specimens from patients with CF were collected for two different studies. For
the first study, 27 sputa from different patients were obtained; for the second study, the presence
of the Burkholderia genus was determined in the microbiome of 22 sputum specimens from 9
different patients. For both studies, library of 16S rRNA was prepared according to a standard
protocol using a V3V4 region; the product of amplification was submitted to sequencing into
[llumina MiSeq. The determination of the taxa in the specimens was performed using the
amplicon sequence variants (ASV).

Results: In relation to the first study, microbiome was capable to detect the genera
Staphylococcus and Pseudomonas in all sputum samples. In the traditional culture technique, the
most prevalent species were Staphylococcus aureus present in 70.4% (19/27) of the sputum
specimens analyzed, followed by Pseudomonas aeruginosa in 33.3% (9/27) and Burkholderia
cepacia complex in 29, 63% (8/27). It was possible to observe, by microbiome analysis, a
significant decrease in bacterial diversity in sputum specimens; lower alpha diversity was directly
correlated to the presence of leukocytes and hospitalized patients. There was no significant
difference in alpha diversity and CFTR mutations. In the second study, according to the
microbiome analysis, it was possible to detect the genus Burkholderia in at least one specimen of
all 9 (100%) patients; which represented 63.64% (14/22) of the sputum analyzed. Conversely, the
bacteriological culture was capable to detect Bec in only 4 sputa (18.2%) from 3 different patients.
Noteworthy, the studies above were the first to determine the lung microbiome of patients with
CF using ASV analysis.

Conclusion: The results of both studies indicates that the microbiome could anticipate the
detection of clinically important genera (Pseudomonas, Staphylococcus e Burkholderia)
compared to bacteriological culture results, and this may contribute to earlier treatment. In
addition, the lower alpha diversity may be related to an increase in the inflammatory process
(presence of leukocytes) and with hospitalization status.

Key Words: Cystic Fibrosis; lung microbiome; microbiological community; culture-independent
technique; ASV; 16S rRNA
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1. INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) ¢ uma doenga genética autossOmica recessiva com
manifestagdes sistémicas, que afeta diversos o6rgdos. O quadro clinico dos pacientes
fibrocisitcos normalmente esta associado a doenga pulmonar progressiva, insuficiéncia
pancredtica exocrina, ma absorcdo gastrointestinal, e essas condi¢des resultam em
desnutricdo e crescimento prejudicado (RATJEN et al., 2015). Cabe ressaltar que as
infec¢des cronicas das vias aéreas sdo uma das principais comorbidades que afetam estes
individuos, visto que, podem evoluir a quadros de exacerbag¢des pulmonares intermitentes
e perda de fun¢do pulmonar (OLIVEIRA, 2004). Estima-se que 80-95% dos pacientes
com FC vem a desenvolver insuficiéncia respiratoria causada por infec¢do bacteriana
cronica (LYCZAK; CANNON; PIER, 2002).

O perfil microbiologico dos patogenos da via aérea, que sdo isolados por métodos
de cultivo tradicional, ¢ bastante conhecido e estdo relacionados a faixa etaria dos
individuos com FC. Dentre as espécies comumente isoladas das vias aéreas de FC estao:
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, complexo Burkholderia cepacia
(Bcc), Haemophilus influenzae, entre outros. Ao longo da vida dos pacientes, alguns
microrganismos ganham notoriedade, como a P. aeruginosa, estima-se que cerca de 80%
dos individuos com FC irdo desenvolver infec¢do cronica por esta bactéria (SAIMAN et
al., 2014).

Embora menos prevalentes que a P. aeruginosa, outras bactérias também sao
importantes, como por exemplo membros do complexo Burkholderia cepacia, que
também sdo muito associados a doenca respiratéria em FC tanto em pacientes pediatricos
e adultos. Anteriormente, a espécie que dd o nome ao complexo, era denominada como
Pseudomonas cepacia, porém, foi reclassificada em 1992 como Burkholderia cepacia,
sendo assim, se estabeleceu um novo género de bactérias ndo fermentadoras
(YABUUCHI et al, 1992). Vérias outras espécies foram incorporadas ao género
conforme foram reexaminadas por abordagens taxondmicas (VANDAMME, et al., 1997;
YABUUCHI et al., 1992) sendo que, mesmo atualmente, a classificagdo de bactérias do
género Burkholderia ¢ bastante complexa.

Estima-se que cerca de 30% dos pacientes portadores da FC venham a ser
colonizados pelo Complexo Burkholderia cepacia (Bcc) e isto normalmente esta
associado a um mau prognostico clinico (LUTZ et al., 2011). Cabe mencionar que uma

porc¢do significativa de pacientes com FC sucumbem rapidamente a uma pneumonia
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necrotizante e evoluem ao Obito. Por outro lado, alguns pacientes permanecem
colonizados por estas bactérias ao longo de anos sem um impacto adverso (LIPUMA et
al.,2001). Essas diferencas entre as manifestagdes clinicas sugerem potencial patogénico
entre as cepas membros do Bee, como por exemplo, a espécie Burkholderia cenocepacia
genomovar [IIA (MAHENTHIRALINGAM, 2000).

Diante de um crescente interesse em estudar a microbiota pulmonar de pacientes
com FC, ferramentas moleculares de cultivo independente, vem sendo exploradas
(MARCHESI et al., 1998). O sequenciamento do gene 16S rRNA ¢ utilizado para
pesquisar a comunidade microbiana em diversas patologias. Este gene ¢ bastante
conservado em bactérias e permite observar diferencas significativas interespécies
(JANDA; ABBOTT, 2007; WOO et al., 2009). A utilizacao de técnicas moleculares para
amostras respiratorias de pacientes portadores de FC pode demonstrar o perfil
microbioldgico pulmonar destes pacientes e antecipar a deteccdo de patogenos em

comparagdo com técnicas tradicionais de cultivo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informagdes

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

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

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

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

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

apos a leitura na integra dos artigos, os que correspondiam com o assunto foram

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

Termo de Busca:

“Cystic Fibrosis AND Pulmonary
microbiome” “Cystic Fibrosis AND
Burkholderia” “Pulmonary Microbiome
AND ASV”

BVS:
1.856
artigos

Scielo: 299
artigos

PubMed/Medli
ne: 2.169
artigos

155 ARTIGOS SELECIONADOS APOS

A BUSCA.

APOS LEITURA NA INTEGRA: 80
ARTIGOS USADOS PARA A
ELABORACAO DA TESE

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

A FC ¢ uma das doengas de carater genético mais prevalentes em
eurodescendentes, com incidéncia de 1:2.500 individuos, sendo que uma a cada 30
pessoas pode ser portadora assintomatica do gene (NAVARRO, 2016). A patologia foi
descrita pela primeira vez em 1938 por Dorothy Andersen, sendo um quadro clinico com
interrupg¢ao do crescimento, abdémen distendido e intensa diarreia com fezes em grandes
quantidades, palidas e fétidas (ANDERSEN, 1938). Esse primeiro relato foi feito a partir
da avaliacdo de 49 pacientes e estava relacionado a forma pancreética da doenga, onde o
termo “fibrose cistica do pancreas” foi utilizado pela primeira vez (ANDERSEN, 1938).
Posteriormente, a doenga foi associada a infec¢do pulmonar e a perda de eletrolitos
durante uma onda de calor na cidade de Nova York (MISHRA; GREAVES; MASSIE,
2005).

A FC ¢ uma desordem monogenética recessiva, também conhecida como
mucoviscidose, caracterizada por mutagcdes do gene CFTR (do inglés, Cystic Fibrosis
Transmembrane Condutance Regulator) (MISHRA; GREAVES; MASSIE, 2005). Esta
alteracdo afeta o funcionamento da proteina CFTR responsavel pelo transporte de ions
cloreto através da membrana de células apicais, o que resulta em um desequilibrio
hidroeletrolitico e como consequéncia um espessamento do muco e sua retencdo em
diversos 6rgaos (MISHRA; GREAVES; MASSIE, 2005; ELBORN, 2016).

Dentre os orgaos afetados, cabe ressaltar a disfuncdo das células epiteliais no
pancreas (provocando ma absor¢do), no figado (evoluindo para cirrose biliar), nas
glandulas sudoriparas (choque térmico) e nas gonadas por afetar os ductos deferentes
(ELBORN, 2016). Entretanto, a forma tipica da doenca ¢ a triade: doenga pulmonar
obstrutiva cronica, quadro de mé absorcao e alteragdes eletroliticas do suor (OLIVEIRA,

2004).

2.2.1 Mutagdes genéticas no gene CFTR

O gene CFTR esta localizado no brago longo do cromossomo 7 (locus 7q31), e ¢
dividido em 27 éxons, gerando uma proteina composta por 1.480 aminoacidos (DA
ROSA et al., 2018). Até o presente momento, no banco de dados do “Cystic Fibrosis
Mutation Database” estdo registradas mais de 2.100 mutagdes diferentes no gene CFTR
(http://www.genet.sickkids.on.ca/StatisticsPage.html). Entretanto a delta F508, que

corresponde a uma delegdo da fenilalanina na posi¢ao 508 do cromossomo (RIORDAN
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et al., 1989), ¢ a mutacao mais frequente e estudada na FC. Ela ¢ considerada a principal
mutacdo associada aos casos graves da doenca e estima-se que a prevaléncia de delta
F508 ¢ de 50% para individuos com homozigose e em heterozigose pode estar presente
em até 90% dos pacientes (DA ROSA et al., 2018; CHEN; SHEN; ZHENG, 2021).
Individuos com esta mutagdo apresentam sinais precoces de sintomas respiratorios, com
redu¢do da funcdo pulmonar, insuficiéncia pancredtica, retardo de crescimento e
geralmente apresentam resultados elevados no teste do suor (DA ROSA et al., 2018;
CHEN; SHEN; ZHENG, 2021).

A maioria das mutagdes nao delta F508 sdo relativamente raras (como: G542X,
G551D, N1303K e W1282X) e podem apresentar uma frequéncia de apenas 1-10% sendo
que estas variagdes na prevaléncia estdo relacionadas com a origem étnica da populagao
estudada (DE ARAUIJO et al., 2005; ROGAN; STOLTZ; HORNICK, 201 1). Sabe-se que
diferentes mutagdes no gene CFTR tém efeitos variados na fun¢do da proteina e podem
resultar em diferentes fenotipos da doenga (DAVIES; ALTON; BUSH, 2007). Algumas
mutagdes resultam em formas mais leves, entretanto, os impactos clinicos de gendtipos
raros ainda ndo estdo bem esclarecidos. Assim, em mutagdes raras ¢ dificil fazer
suposigoes sobre a gravidade da FC, sendo importante considerar aspectos clinicos como:
métricas de crescimento, fun¢do pulmonar e estado nutricional do paciente (CHEN;

SHEN; ZHENG, 2021).

2.3 Diagnostico de Fibrose Cistica

O “Programa Nacional de Triagem Neonatal” incorporou a triagem para fibrose
cistica no Brasil desde 2001. O teste de triagem tem uma sensibilidade de 87% e se baseia
no fato que a doenca ¢ detectada a partir da enzima pancredtica tripsinogénio
imunorreativo (TIR), que em virtude da obstrug¢do dos canaliculos e ductos pancreaticos
encontra-se elevada na corrente sanguinea de recém-nascidos (MOCELIN et al., 2017).
Antes da descoberta do gene CFTR e da incorporagdo na triagem neonatal, o diagndstico
da FC era essencialmente baseado em critérios clinicos do paciente e pelo resultado do
teste de eletrolitos do suor (MISHRA; GREAVES; MASSIE, 2005). O teste dos
eletrolitos no suor foi descrito por Gibson e Cooke em 1959 que tem por principio a
dosagem do Cloro no suor sendo estimado que o ion esteja elevado em cerca de 98-99%

dos pacientes com FC (MATTAR et al., 2010).

20



Além de testes de detecgdo laboratorial, alguns sinais clinicos ao nascimento
também podem indicar o diagndstico de FC, como o ileo meconial, que ocorre em cerca
de 10 a 20% dos recém-nascido. Esta condi¢do ¢ em decorréncia do espessamento de
secregdes intestinais que resultam na passagem tardia do mecdnico provocando a
obstrucao intestinal (MISHRA; GREAVES; MASSIE, 2005).

Com a evolu¢do de métodos moleculares, foi possivel a detec¢do de variantes no
gene CFTR, o que proporcionou aos laboratdrios uma nova metodologia de diagnostico
e permitiu a determinacdo de quadros leves da doenca que antes ndo eram detectados
(MISHRA; GREAVES; MASSIE, 2005). Com o surgimento de drogas moduladoras da
proteina CFTR, como ivacaftor, lumacaftor/ivacaftor, tezacaftor/ivacaftor e
elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor, a utilizagdo de técnicas laboratoriais capazes de
determinar a mutagao especifica do gene se tornaram bastante importantes (ELBORN,
2013; BARDIN et al., 2021). Estas drogas disponiveis para o tratamento de pacientes
com FC sdo especificas para a mutagdo genética que o individuo possui, visto que o
mecanismo de acdo varia de acordo com a deficiéncia da proteina, podendo atuar
especificamente como corretores da CFTR, potencializadores do transporte de ions ou

contribuindo para o aumento da expressao das proteinas (BARDIN et al., 2021).

2.4 Infec¢ao Pulmonar Cronica na Fibrose Cistica

Desde o inicio da vida, o pulmdo de um paciente com FC torna-se propicio a
colonizagdo bacteriana e, ao longo dos anos uma grande parte destes individuos podem
ser acometidos por uma doenca pulmonar supurativa e obstrutiva progressiva, o que se
torna a maior causa de morte (GILLIGAN, 1991; GIBSON; BURNS; RAMSEY, 2003).
No trato respiratorio a proteina CFTR altera o equilibrio eletrolitico na mucosa, o que
provoca a excessiva absor¢do de dgua do limen, diminuindo a quantidade de agua na
superficie fluidica das vias aéreas, influenciando diretamente nas propriedades
viscoelasticas do muco que recobre a via respiratéria (LEIGH et al., 2009). Isto leva ao
comprometimento das fun¢des mucociliares, propiciando a colonizagdo bacteriana nas
vias aéreas destes pacientes (LEIGH et al., 2009; LUTZ et al., 2011). Devido a isso,
ocorrem infec¢des recorrentes o que pode resultar em uma atrofia da glandula da
submucosa com produ¢do excessiva de muco causando um dano permanente ao tecido

(MISHRA; GREAVES; MASSIE, 2005).
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Ao longo de décadas houveram avangos importantes no cuidado de pessoas com
FC, acarretando em melhoria substanciais na sobrevivéncia destes pacientes. Esta
evolucdo pode estar associada a introducdo de medicamentos eficazes, acompanhamento
ambulatorial dos pacientes, suporte nutricional, etc. (PLANT et al., 2013). Entretanto, o
aumento na sobrevida do paciente levou a uma porg¢ao crescente de adultos com fibrose
cistica, o que acarretou em uma populacdo mais velha e com doenga pulmonar muito

grave.

2.4.1 Patégenos relacionados a infec¢ao pulmonar

A doenga respiratdria cronica € consequéncia de diversos fatores, como 0 aumento
da resposta inflamatoria devido ao processo infeccioso e aos produtos do metabolismo
bacteriano (RAMPHAL et al., 1980). A colonizagdo e/ou infec¢do do tecido pulmonar,
se da de maneira precoce e na forma de biofilmes (agregado celulares), o que torna os
microrganismos mais protegidos da agdo de antibidticos e da resposta imune do
hospedeiro (LUTZ et al., 2011; CANTIN et al., 2015).

O perfil infeccioso do trato respiratorio de pacientes com FC é bem conhecido e
esta diretamente associado a faixa etaria dos individuos (GIBSON; BURNS; RAMSEY,
2003; LUTZ et al., 2011). Dentre os microrganismos frequentementes associados a
doenga respiratoria, pode-se citar: Haemophilus inluenzae e Staphylococcus aureus em
pacientes jovens com FC, e a Pseudomonas aeruginosa como o patdégeno mais
comumente associado ao longo da vida adulta (GIBSON; BURNS; RAMSEY, 2003).

O Staphylococcus aureus € uma das principais bactérias a causar infecgdes
pulmonares em pacientes com FC, sendo que a instalacdo deste microrganismo ¢ seguida
de redugdo progressiva da fun¢ao pulmonar (ESPOSITO et al., 2019). A aquisi¢ao do S.
aureus esta relacionada ao transporte nasal da via aérea superior para a inferior,
provocando a coloniza¢do do pulmao desde os primeiros anos de vida de pacientes com
FC (BOUTIN; DALPKE, 2017; ESPOSITO et al., 2019). O transporte desta bactéria para
o trato respiratorio inferior, somado & mudanga composicional do muco nestes pacientes
aumenta a probabilidade de infecdo das vias aéreas por outros patdogenos (BOUTIN;
DALPKE, 2017). Relatos na literatura indicam que o S. aureus pode auxiliar a P.
aeruginosa a se instalar no pulmao de pacientes com FC (BOUTIN; DALPKE, 2017). A

coinfec¢do por S. aureus e P. aeurginosa desencadeia um desfecho ruim no paciente com
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FC, e estd diretamente ligada a um aumento de episddios de exacerbacdo pulmonar
quando comparados a pacientes monoinfectados (LIMOLI ef al., 2017).

Infeccgdes por P. aeruginosa sao mais frequentes a partir dos 18 anos de vida do
paciente quando pode se tornar cronica principalmente devido a capacidade desta bactéria
crescer em biofilme somado as caracteristicas singulares do pulmao do paciente com FC
(LYCZAK; CANNON; PIER, 2002; GIBSON; BURNS; RAMSEY, 2003). Uma vez no
pulmao, a P. aeruginosa pode alterar suas propriedades fenotipicas, tornando-se mucoide
devido a producdo de alginato, o que desencadeia em uma infec¢do mais persistente
(LUTZ et al., 2011). Sabe-se que o alginato possui uma fung¢ao protetora em um ambiente
relativamente hostil onde as bactérias sdo submetidas continuamente a um estresse
oxidativo (HENTZER et al., 2001). Um mesmo genétipo mucdide pode permanecer
colonizando o paciente e ser isolado em multiplas amostras do mesmo individuo ao longo

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

2.4.1.1 Complexo Burkholderia cepacia

A espécie foi descrita por Palleroni e Holmes em 1981 e foi, em um primeiro
momento, taxonomicamente classificada como Pseudomonas cepacia e, reclassificada
em 1992 como Burkholderia cepacia  (PALLERONI AND HOLMES, 1981;
YABUUCHI et al., 1992). Posteriormente, diversas espécies deste género foram
organizadas em um complexo, formando assim o complexo Burkholderia cepacia, um
grupo heterogéneo de bactérias Gram negativas, ndo fermentadoras, composto até o
presente momento por 22 espécies (BALDWIN er al, 2004, VANDAMME;
DAWYNDT, 2011).

As bactérias que compdem o complexo sdo as mais estudadas e conhecidas,
entretanto, o género ¢ composto por cerca de 100 espécies, altamente prevalentes em
plantas e no meio ambiente (ESTRADA-DE LOS SANTOS ef al., 2016). Um estudo
demonstrou que o género Burkholderia poderia ser dividido em dois grupos filogenéticos
distintos (ESTRADA-DE LOS SANTOS et al., 2013). Foi proposto, ainda, que as
espécies comumente encontradas em plantas fossem reclassificadas em géneros
Caballeronia ou Paraburkholderia, mas alguns critérios ainda sdo necessarios para essa
mudanga (SAWANA; ADEOLU; GUPTA, 2014). Cabe ressaltar que o nimero de
espécies do género Burkholderia estd aumentando constantemente, com muitas espécies

sendo descritas nos ultimos 10 anos, o que torna complexo agrupar as varias espécies em
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diferentes grupos filogenéticos ou mesmo descrever novos géneros (ESTRADA-DE LOS
SANTOS et al., 2016).

Algumas espécies, principalmente membros do Bcc, possuem um significado
clinico importante e podem ser identificadas ao longo do curso da FC. Mesmo com os
avancos no tratamento das ultimas duas décadas, infecgdes por essas bactérias ainda
apresentam um impacto consideravel na morbidade e na mortalidade desses pacientes
(DREVINEK; MAHENTHIRALINGAM, 2010). Em alguns individuos fibrocisticos a
infecc¢do evolui para uma pneumonia necrotizante com uma rapida evolugdo a 6bito, por
outro lado, alguns pacientes colonizados podem nao ter um impacto adverso importante
(LIPUMA et al., 2001). Essas diferentes manifestagdes clinicas sugerem divergéncias no
potencial patogénico entre as cepas do Bcc, e demonstram a heterogeneidade dessas
espécies (MAHENTHIRALINGAM, 2000).

E importante mencionar que, dentre as espécies do Bcc, alguns isolados
apresentam diversidades intra-espécies como por exemplo Burkholderia cenocepacia 111,
sendo classificada em 4 diferentes genomovares: A; B; C; D. Apesar de todas as espécies
do complexo estarem associadas a um mau prognostico, pacientes colonizados com B.
cenocepacia apresentam uma drastica reducdo das fungdes pulmonares e uma diminui¢ao
da sobrevida (GRAINDORGE et al., 2010). B. cenocepacia, quando associada a
individuos com FC, ¢ responsavel pela “sindrome cepacia”, uma infec¢do pulmonar
necrotizante com alto indice de mortalidade, mais comumente associada ao genomovar
IMA (ISLES et al, 1984; BALDWIN et al, 2004; DREVINEK;
MAHENTHIRALINGAM, 2010).

Relatos na literatura demonstram que em torno de 66% pacientes com
B. cenocepacia sobrevivem apenas 5 anos ap6s a aquisi¢do deste microrganismo, o que ¢
muito preocupante, pois, pacientes portadores de Pseudomonas aeruginosa possuem uma
sobrevida superior a 85% (DREVINEK; MAHENTHIRALINGAM, 2010). Ainda,
Burkholderia spp apresentam elevada taxa de transmissao entre pacientes com FC, o que
torna complexo o controle e o tratamento das infec¢des por Bcc em pacientes com FC
(GRAINDORGE et al., 2010; VANDAMME; DAWYNDT, 2011; SCOFFONE et al.,
2017).

2.4.1.1.1 Diagnéstico laboratorial de Bec

24



A identifica¢do convencional por métodos fenotipicos ndo permite a diferenciacdo
de todas as espécies de Bcc, sendo necessario o uso de técnicas de identificacdo
molecular. As principais metodologias moleculares utilizam primers para o locus do gene
rec-A (MAHENTHIRALINGAM, 2000) ou para o 16S rDNA. Métodos moleculares,
podem apresentar custo elevado e requerem expertise técnica e, muitas vezes, estes
fatores inviabilizam a utilizacdo destas metodologias na identificagdo dos isolados em
laboratérios de microbiologia de rotina.

O MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption-lonization Time of Flight
— Mass Spectrometry) ¢ uma tecnologia que surgiu nos ultimos anos e que permite a
identificacdo de microrganismos de forma rapida e precisa através de técnica de
espectrometria de massas com base no perfil proteico da amostra bacteriana o qual ¢é
comparado com um banco de dados pré-estabelecido. O sistema MALDI-TOF apresenta
Otima capacidade para identificar bactérias, inclusive nao-fermentadoras. Visto que, a
medida que esta técnica se torna amplamente usada, os bancos de dados ficam mais

completos e melhoram ainda mais a confiabilidade na identificagdo.

2.5 Microbioma

O gene do 16S rRNA ¢ um componente da subunidade 30S dos ribossomos de
procariotos e ¢ amplamente utilizado na avaliag@o filogenética bacteriana em virtude de
a taxa evolutiva ser extremamente conservada e apresentar regides varidveis e constantes
entre as espécies (FANER et al., 2017). O grau evolutivo de conservagdo do gene esta
relacionado ao fato de ser um componente critico da fun¢do celular bacteriana
(CLARRIDGE, 2004). O 16S rRNA possui cerca de 1.500 pares de bases sendo um gene
longo o suficiente para fornecer informagdes sobre polimorfismos intraespecificos
(CLARRIDGE, 2004). Sendo assim, a comparagdo das sequéncias do gene 16S rRNA
permite a diferenciagdo no nivel de género para praticamente todas as principais bactérias,
ou até mesmo, classificar os isolados bacterianos em varios niveis, como em espécie e
subespécie.

As tecnologias de métodos de sequenciamento de acidos nucleicos evoluiram
significativamente nos ultimos tempos principalmente pela melhoria da qualidade dos
produtos das sequéncias amplificadas e pela velocidade de compartilhamento de dados
(CLARRIDGE, 2004). O sequenciamento de nova geracao (Next Generation Sequencing

— NGS) comecou a ser utilizado entre os anos de 2004-2006 e, ¢ uma tecnologia
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empregada em diversas areas por possuir a capacidade de gerar grande quantidade de
informagdo (HU et al., 2021). A técnica de NGS em equipamento [llumina ¢ baseada em
“sequenciamento por sintese” por tecnologia de terminagdo reversivel marcada com
fluorescéncia e o produto final ¢ baseado na leitura 6ptica da incorporagdo de nucleotideos
(GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016; HU et al., 2021).

O uso de técnicas de sequenciamento gera uma grande quantidade de dados
gerados por amostra analisada (CALLAHAN; MCMURDIE; HOLMES, 2017) sendo que
um dos fatores limitantes na determinacdo do microbioma ¢ a andlise de bioinformatica,
principalmente se a identificacdo das sequéncias de 16S rRNA sdo representativas da
biota pulmonar. Existem duas formas de quantificar a diversidade e a composi¢ao das
comunidades microbianas: as OTU (Operatinal Taxonomic Unit) e ASV (Amplicon
Sequence Varianst). OTUs ¢ baseada em uma distin¢do das sequéncias onde as leituras
suficientemente semelhantes em um banco de dados de referéncia sdo agrupadas
(CALLAHAN; MCMURDIE; HOLMES, 2017). Ja os métodos de analises baseados em
ASV distinguem variantes de sequéncia que diferem em apenas um nucleotideo o que
permite uma maior sensibilidade e especificidade ao discriminar os padrdes ecologicos
(CALLAHAN; MCMURDIE; HOLMES, 2017). Este modelo (ASV) tem a capacidade
de distinguir entre a variacdo biolodgica “verdadeira” das que foram provavelmente um
erro de sequenciamento (CHIARELLO et al., 2022). Sendo assim, pode-se indicar que os
métodos de ASV disponiveis oferecem uma melhor resolugdo e maior precisdo do que as

sequéncias geradas a partir de OTUs.

2.5.1 Microbioma pulmonar

Os pulmoes de individuos sadios eram considerados 6rgaos estéreis, visto que
técnicas de cultivo microbioldgico tradicionais continuamente produziam resultados
negativos (DICKSON et al., 2016). O conceito de que o trato respiratério inferior poderia
ser composto por uma comunidade microbiana diversa levantou novas hipdteses
relacionadas a patogénese de doengas (DICKSON et al, 2016). A avaliacdo do
microbioma pulmonar foi possivel a partir de técnicas cultivo-independentes, através de
técnicas de metagendmicas, com o sequenciamento do gene do 16S rRNA. Relatos na
literatura sugerem que o microbioma das vias respiratdrias de individuos saudaveis deva
ser mais diversificado em comparacdo aqueles com alguma doenga pulmonar cronica

(BLAINEY et al., 2012; FRANCOISE; HERY-ARNAUD, 2020).
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Um niimero crescente de estudos vem caracterizando a composi¢ao da microbiota
das vias aéreas dos pacientes com FC (Tabela 1) os quais, na sua maioria, objetivam
estabelecer algum tipo de correlagdo do microbioma respiratorio com a evolugao clinica
dos portadores da doengca (HARRIS et al., 2007; LYNCH, 2009; COBURN et al., 2015).
O microbioma das vias aéreas de pacientes com FC ¢ bastante complexo, mas alguns
estudos relataram que uma reducdo da diversidade da comunidade bacteriana e o
predominio de um patégeno especifico estd associada a faixa etéria, uso de antibioticos,
diminuicdo da fun¢do pulmonar, aderéncia do microrganismo e progressao da doenca
(COX et al.,2010; ZHAO et al., 2012; CARMODY et al., 2013; COBURN et al., 2015;
MUHLEBACH et al., 2018). Ainda, sabe-se que estes pacientes podem apresentar
mudangas marcantes na estrutura do microbioma em quadro de exacerbagdo da doenca
enquanto que pacientes saudaveis demonstram muito pouca alteracdo na diversidade
bacteriana (HUANG; LIPUMA, 2016). Cabe ressaltar que a comunidade do microbioma
¢ transitoria e desafia estratégias atuais de tratamento, uma vez que estes parametros se

relacionam com a resposta clinica e a evolug¢do do quadro clinico (SMITH et al., 2014).

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

Referéncias  Ano Nl'l(I;leel‘O Total de Tipo de Tipo de Local do
Pacientes Amostras Estudo Amostra Estudo
Leite et al. 2020 5 25 Longitudinal Escarro Brasil
Garcia-Nufiez et 2020 17 107 Longitudinal Escarro, Espanha
al. Swab de
nasofaringe,
lavado nasal
Muhlebach et al. 2018 46 71 Longitudinal LB* Australia
Estados Unidos
Carmody et al. 2018 111 630 Longitudinal Escarro da América
Whelan et al. 2017 6 "150 Longitudinal Escarro Canada
Estados Unidos
Mahboubi et al. 2016 - 945 - Escarro da América
Coburnetal. 2015 269 269 Transversal Escarro Canada
Estados Unidos
Blainey et al. 2014 16 - Transversal Escarro da América
Smith et al. 2014 23 54 Longitudinal Escarro Australia
Estados Unidos
Zhao et al. 2012 6 126 Longitudinal Escarro da América
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Estados Unidos

Fodor et al. 2012 23 23 Transversal Escarro da América
Estados Unidos
Cox et al. 2010 63 - Longitudinal Escarro da América

*LB: Lavado Broncoalveolar.

Garcia-Nufiez et al. (2020) observaram que a composicdo microbiana dos
bronquios comparada a via aérea superior apresenta diferengas significativas em estagio
inicial da doenga, como em pacientes mais jovens. Cox et al. em (2010), relataram que
pacientes adultos com FC exibem uma menor diversidade bacteriana sendo que essa
diminui¢do nas vias aéreas estaria fortemente correlacionada com a perda de funcdo do
6rgdo e com o surgimento de espécies competitivamente dominantes, como, os membros
das familias: Pseudomonadaceae, Burkholderiaceae ¢ Xanthomonadaceae. Em 2014,
Smith e colaboradores, avaliaram a interagdo do microbioma do paciente com
exacerbagdo da doenga pulmonar durante a antibioticoterapia, e relataram uma
diminui¢do na predominadncia de Pseudomonas aeruginosa € um aumento da
heterogeneidade da microbiota, durante a primeira semana do tratamento. Esta mudanca
pode ser um indicativo de sucesso no tratamento se o microbioma permanecer nas
mesmas proporcdes tornando-se um parametro preditor de resposta clinica (SMITH et al.,
2014).

Outros estudos sugerem que a diversidade do microbioma pode diminuir em
pacientes com a doenca pulmonar progressiva tipica, devido a antibioticoterapia, o que
pode causar a selegdo de uma espécie, o que apresenta uma relagdo direta com doencas

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

Um dos orgdos mais acometidos na FC ¢ o pulmao, em virtude do distarbio de
transporte de ions cloreto pela proteina CFTR. O mal funcionamento da CFTR provoca
um acumulo do muco nas vias aéreas, esse muco espesso ¢ um ambiente propicio para a
colonizagdo bacteriana. Com isso, a presenga de bactérias patogénicas no trato
respiratério estimula o processo inflamatorio e isso se torna recorrente e cronico. O
diagnostico laboratorial, através de técnicas de cultura permite a identificacdo de
patogenos quando as células bacterianas estdo vidveis para cultivo e presentes em
quantidades significativas. As técnicas moleculares, que sdo cultura independente,
permitem determinar a microbiota do trato respiratoério bem como indicar a abundancia

das bactérias que compdem o microbioma.
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Figura 2. Marco conceitual da infec¢do pulmonar em pacientes com Fibrose Cistica.
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4. JUSTIFICATIVA

O espectro da FC vem se modificando ao longo do tempo (SALSGIVER et al.,
2016) uma vez que a expectativa de vida dos pacientes estd aumentando. Antigamente, o
manejo clinico da FC era de dominio pediatrico, visto que, nas décadas de 40 e 50 poucos
pacientes alcancavam a idade adulta (CASTELLANI et al., 2018). Atualmente, com a
longevidade dos pacientes tem sido observado uma mudanca na evolugdo da doenca
pulmonar cronica e isso pode ocasionar alteracdo da diversidade da comunidade
bacteriana.

A medida que a gravidade da doenca pulmonar evolui, a composicio da
microbiota se altera, devido as condigdes de crescimento de patdgenos e ao desequilibrio
entre as comunidades microbianas (DICKSON et al., 2016). As amostras do trato
respiratério inferior de pacientes com FC tem sido avaliada por metodologias de cultivo
tradicionais, os quais sdo capazes de isolar microrganismos quando estdo vidveis € em
quantidades relativamente abundantes no trato respiratorio do paciente.

Uma analise mais ampla da biota pulmonar de pacientes com fibrose cistica pode
auxiliar no manejo clinico destes. As infecgdes respiratorias sdo as maiores causas de
morbidade e mortalidade na FC, sendo que os episoddios de exacerbacdo da doenca tém
sido relacionados a identificacdo de patdgenos através da cultura bacterioldgica
convencional como, por exemplo cepas do complexo Burkholderia cepacia. E importante
considerar que a auséncia no isolamento dos patdogenos classicamente associados a
doenga respiratoria em FC por técnicas de cultivo-dependentes muitas vezes ndo significa
a erradicacdo deste patogeno da microbiota das vias respiratdrias. Leite e colaboradores
em 2020, sugeriram que as informacdes sobre o microbioma podem contribuir para a
melhoria do tratamento de pacientes com FC, em especial, para pacientes com resultados
negativos de cultura. Esses autores descreveram o caso de um paciente com piora do
estado clinico e sem resultados importantes na cultura bacterioldgica, mas a analise do
microbioma deste paciente indicou um aumento na abundancia de Pseudomonas spp.
Com base nesta informagdo o tratamento foi direcionado e houve uma melhora
significativa do paciente (LEITE et al., 2020).

Deste modo, a avaliacdo da microbiota pulmonar de pacientes com FC com o
auxilio de ferramentas de bioinformatica mais acuradas, ¢ importante para determinar a

comunidade bacteriana, antecipando a identificagdo de patdgenos tipicos da FC.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo primario

Avaliar a caracteristica da comunidade bacteriana das vias aéreas de pacientes

com Fibrose Cistica através da determinagdo do microbioma pulmonar.

5.2 Objetivos secundarios

e Padronizar a técnica de extragdo de DNA para o sequenciamento do microbioma
no escarro de pacientes.

e Comparar o microbioma com os resultados da cultura convencional e analises
genotipicas do escarro de pacientes.

e Relacionar o microbioma do paciente frente a grupos com diferentes mutacdes
genéticas no gene CFTR.

e Determinar os géneros predominantes no microbioma.

e Avaliar de forma transversal o microbioma em individuos com FC.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O acompanhamento da doenca respiratéria infecciosa de pacientes com FC tem
sido feito a partir de dados gerados pelo laboratorio de microbiologia os quais
tradicionalmente utilizam técnicas baseadas em cultura bacterioldgica. Resultados
positivos de cultura bacterioldgica dependem da presenca de células bacterianas vidveis
e em quantidade significativa do patdgeno na amostra clinica. Assim, uma eventual piora
do quadro clinico do paciente fibrocistico pode ndo ser acompanhada de resultados
positivos na cultura bacteriana devido as limitagdes dessa técnica. Portanto, a
identificacdo, pela analise do microbioma, de patdgenos classicos da doenga respiratdria
em FC como, por exemplo, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
complexo Burkholderia cepacia, seria uma informacdo importante a ser considerada
principalmente quando o exame cultural apresentar resultado negativo. Cabe ressaltar
que, embora a técnica de sequenciamento detecte a presenca do DNA na amostra clinica
e ndo necessariamente a viabilidade das células, a identificagdo do material genético de
patogenos classicos da FC na via respiratdria dos pacientes deveria ser considerada na
terapéutica dos pacientes.

A utilizagdo de técnicas de sequenciamento para avaliar o microbioma nao deveria
ser a unica forma de obter informagdo sobre a comunidade microbiana, mas deveria ser
utilizada de forma complementar as metodologias de cultivo.

Cabe mencionar que a identificacdo bacteriana, em especial de bacilos Gram
negativos nado-fermentadores da glicose, nas técnicas cultivo-dependente foi muito
otimizada com o uso da tecnologia de espectrometria de massas como o0 MALDI-TOF
MS o qual permite a identificagdo bacteriana de forma rapida e muito precisa a partir da
colonia bacteriana. Esta metodologia pode ser uma ferramenta muito util na identificagao
de bactérias do Bec, visto que a identificagdo convencional por provas bioquimicas destas
bactérias ¢ bastante limitada. Cabe ressaltar que a infec¢ao pulmonar pelo Bee geralmente
¢ cronica e refrataria a terapia e casos mais graves da doenca estdo associadas a B.
cenocepacia, espécie pertencente ao complexo. Conforme apresentado no “Artigo 117
desta tese, o MALDI-TOF MS mostrou-se muito eficiente na diferenciagdo de B.
cenocepacia de outras espécies do Bec.

A evolugdo no tratamento de pacientes com FC permitiu um aumento significativo
na expectativa de vida desses individuos. Dentre os fatores que tem contribuido

significativamente para isso pode-se citar o surgimento de medicamentos baseados nas



mutagdes genéticas do individuo (como os moduladores da proteina CFTR), a integragao
de diversos profissionais a uma equipe de suporte a esses pacientes e o aprimoramento de
técnicas de identificacdo laboratorial de patdogenos. Nessa linha, a analise do microbioma
do trato respiratério deveria também ser considerada como mais uma informagdo na

avaliagdo geral da condi¢do clinica dos pacientes fibrocisticos.



8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Ao longo das décadas diferentes abordagens terapéuticas vém sendo propostas
para a melhora da condigdo clinica dos pacientes com FC. Dentre as diversas formas de
abordagens clinicas, Hoiby e colaboradores em 1993 propuseram a “Quimioterapia de
manutengdo”, na qual pacientes sdo internados no hospital, independentemente de
estarem com um quadro de exacerbacdo pulmonar, para receber tratamento com
antibidticos. Entendia-se que essa abordagem seria capaz de aumentar drasticamente a
sobrevida dos pacientes, visto que o objetivo era tratar antes da cronicidade da infec¢do
respiratoria. A limitagdo dessa proposta esta relacionada ao tratamento sem um
conhecimento, mesmo que minimo, da composi¢ao da microbiota pulmonar do paciente.
Assim, a implementacdo da avaliagdo do microbioma de forma rotineira conforme
protocolos estabelecidos em centros de FC poderia ser uma ferramenta util para fazer uma
monitoriza¢do do estado da via aérea desses pacientes, principalmente apds o tratamento

para erradicacdo de determinados patdgenos.



CAPITULO ESPECIAL

A pandemia de COVID-19.



9. A PANDEMIA DE SARS-CoV-2

9.1 Voluntariado no Laboratorio de Diagnostico de SARS-CoV-2 — LabCovid

Desde o inicio de 2020, a pandemia de COVID-19 provocou um impacto global
de propor¢des nunca antes vistas. Houve uma mobilizagdo em diversos centros de
referéncia para a implementagdo de laboratorios que realizassem o diagndstico
laboratorial da doenca de forma rdpida. Em mar¢o de 2020, o Hospital de Clinicas de
Porto Alegre iniciou o diagndstico de SARS-CoV-2 (sindrome respiratoria aguda grave
do coronavirus 2) em um laboratorio tematico: o LabCovid (Laboratério de Diagnostico
de SARS-CoV-2), coordenado pelo Prof. Dr. Afonso Luis Barth. O laboratério contou
com profissionais de diversos setores do hospital e também com trés bolsistas de pos-
graduag@o em carater voluntéario. Durante todo o ano de 2020 e 2021 eu fui voluntéria no
LabCovid atuando ativamente no diagnostico de SARS-CoV-2 e participando de projetos
de pesquisa que auxiliassem no combate a pandemia sendo que até o presente momento
nosso grupo publicou nove artigos em revistas cientificas. Dos artigos publicados pelo
nosso grupo, tive a oportunidade de participar como primeira autora em trés € como co-
autora nos outros seis trabalhos.

A oportunidade de atuagdo no LabCovid, durante a pandemia, permitiu ampliar
meu conhecimento de biologia molecular, por trabalhar diretamente na melhoria dos
testes utilizados para o diagndstico de SARS-CoV-2. Devido ao cendrio pandémico,
existia a necessidade do aprimoramento das técnicas utilizadas, com isso, pude participar
da validagdo da técnica de meia reacdo de qPCR utilizada pelo laboratério bem como na
técnica de multiplexacdo, onde foi possivel aumentar o numero de testes por lote de
corrida. Ainda, no contexto da pandemia, eu tive a oportunidade de participar de um
ensaio clinico para avaliar a utilizacdo de Plasma Convalescente em pacientes com
COVID-19. Neste estudo pude contribuir com a realizagao de testes de ELISA (ensaio de
imunoabsor¢do enzimdtica) para determinacdo dos marcadores inflamatorios: IL-6 e
TNFa.

Cabe ressaltar que como voluntaria, durante o periodo de pandemia pude
participar ativamente do sequenciamento do genoma do SARS-CoV-2. O LABRESIS
(laboratério tematico de pesquisa em resisténcia antimicrobiana do Centro de Pesquisa
Experimental) foi responsavel pelo sequenciamento do genoma completo de 260

amostras clinicas de pacientes e, assim, foi possivel contribuir com a vigilancia gendmica



do SARS-CoV-2 na nossa regido, especialmente, em Porto Alegre/RS. Embora o
sequenciamento que realizamos no periodo de pandemia seja para virus, a técnica de NGS
¢ a mesma utilizada para o sequenciamento gendmico bacteriano e semelhante ao tema
da minha tese de doutorado (microbioma). Somado a isso, eu atualmente participo de dois
projetos de SARS-CoV-2 no Hospital de Clinica de Porto Alegre que envolvem outras
técnicas de sequenciamento: “Determinagdo do viroma em amostras de swab
naso/orofaringeo coletadas durante a pandemia de COVID-19” e “Otimizacdo de um teste
presuntivo de VOC (variant of concern) via sequenciamento de Sanger da por¢do RBD
(receptor binding domain) da proteina da espicula viral de SARS-CoV-2".

A pandemia de COVID-19 é uma realidade que afetou a todos durante os anos de
2020-2022, exatamente no periodo do meu doutorado e eu me senti no dever, como varios
outros profissionais da satde, de participar de alguma forma no combate a pandemia
sendo que o meu envolvimento no LabCovid, afetou o tempo que eu teria para o meu
projeto especifico de doutorado (avaliagdo do microbioma de pacientes com FC).
Entretanto, este periodo me permitiu aprimorar e aprender técnicas moleculares de ponta
e apesar de todo o impacto da pandemia, posso afirmar que minha atua¢do no combate

contribuiu significativamente para a minha formacao profissional.

9.2 Contextualizagdo Historica da Pandemia de SARS-CoV-2

O inicio da epidemia do novo coronavirus esta relacionada ao més de dezembro
de 2019 quando vérios pacientes foram diagnosticados com uma pneumonia viral de
origem desconhecida, mas de associagdo epidemiologica dos casos dessa doenga ao
mercado de frutos do mar de Huanan na cidade de Wuhan, provincia de Hubei, China
(SOFI; HAMID; BHAT, 2020). Em 30 de janeiro de 2020 a Organizagdo Mundial da
Satde (OMS) decretou pandemia de COVID-19, causada por esse novo coronavirus, o
SARS-CoV-2.

A disseminag@o do SARS-CoV-2 em todo o mundo aumentou significativamente
a demanda sobre a infraestrutura dos sistemas de satide. Os laboratorios tiveram
dificuldade em adquirir insumos para a realizacdo de testes diagndsticos e iniciou-se a
busca por alternativas diagnosticas que poupassem reagentes e agilizassem o tempo de
liberagdo de exames. Sendo assim, diferentes testes diagndsticos foram utilizados com
diferentes propositos: como triagem de individuos assintomaticos, pré-sintomaticos e

sintomdticos em risco; testes confirmatorios; diagnostico diferencial de linhagens;



vigilancia epidemioldgica; monitoramento de surtos, entre outros (VANDENBERG et
al., 2021). Durante os meses de pandemia, todas as tecnologias disponiveis foram
exploradas para desenvolver rapidamente testes de detec¢do altamente sensiveis e
especificos para SARS-CoV-2 (VANDENBERG et al., 2021).

Ainda, o virus se adaptou e evoluiu rapidamente ao redor do mundo, apresentando
uma alta diversidade genética (YUAN et al., 2020). Semelhante a muitos virus de RNA,
0o SARS-CoV-2 tem evoluido para novas variantes conforme ocorre o aumento na
transmissdo da doenca entre individuos (KANNAN et al., 2021). Embora, a maioria das
mutagdes tenha pouco ou nenhum impacto nas propriedades do virus, algumas alteragdes
podem conferir maior transmissibilidade viral, agravar a doenga ou influenciar no
desempenho de vacinas e em ferramentas de diagnostico. Devido a essas caracteristicas,
algumas variantes ganharam maior importancia sendo que a Organizacdo Mundial da
Satde propds uma classificagdo em trés classes: 1) Variante de Preocupagdo (VOC), 2)
Variante de Interesse (VOI) e 3) Variante de Monitoramento (VOM) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

Mesmo com todos os esfor¢os de contengdo, mais de um ano apos a declaracao
de pandemia, a alta disseminacdo do virus tem levado cada vez mais ao aparecimento de
variantes de importancia epidemioldgica. Essa rapida evolugdo viral desencadeou novas
ondas de surto de COVID-19 aumentando drasticamente o nimero de novos casos, 0bitos
e o impacto global em diversos setores da economia.

Pode-se afirmar que em um primeiro momento os esfor¢os estavam direcionados
a deteccdo do SARS-CoV-2 em amostras clinicas. Entretanto, além da detec¢do do virus
foi observado a necessidade de discriminar as suas linhagens para, se necessario,
estabelecer medidas de contencdo destas. Nos dias de hoje, mais de dois anos apos o
decreto da pandemia, ¢ ainda enfatizado a importancia do diagndstico precoce de COVID-

19.
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APENDICE I - Diretriz Metodolégica.

Artigo I da Tese — STROBE

STROBE Statement—checklist of items that should be included in reports of observational studies

Item
No R dation

Title and abstract 1 Ok (a) Indicate the study’s design with a commonly used term in the title or the abstract

(b) Provide in the abstract an informative and balanced summary of what was done
and what was found

Introduction
Background/rationale 2 Ok Explain the scientific background and rationale for the investigation being reported

Objectives 3 Ok State specific objectives, including any prespecified hypotheses

Methods
Study design 4 Ok Present key elements of study design early in the paper

Setting 5 Ok Describe the setting, locations, and relevant dates, including periods of recruitment,
exposure, follow-up, and data collection

Participants 6 (a) Cohort study—Give the eligibility criteria, and the sources and methods of
selection of participants. Describe methods of follow-up
Case-control study—Give the eligibility criteria, and the sources and methods of
case ascertainment and control selection. Give the rationale for the choice of cases
and controls

Ok Cross-sectional study—Give the eligibility criteria, and the sources and methods of
selection of participants

(b) Cohort study—TFor matched studies, give matching criteria and number of
exposed and unexposed

Case-control study—For matched studies, give matching criteria and the number of
controls per case

Variables 7 Ok Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential confounders, and effect
modifiers. Give diagnostic criteria, if applicable

Data sources/ 8*Ok  For each variable of interest, give sources of data and details of methods of
measurement assessment (measurement). Describe comparability of assessment methods if there
is more than one group

Bias 9 Ok Describe any efforts to address potential sources of bias

Study size 10 Explain how the study size was arrived at

Quantitative variables 110k Explain how quantitative variables were handled in the analyses. If applicable,
describe which groupings were chosen and why

Statistical methods 120k (a) Describe all statistical methods, including those used to control for confounding

Ok (b) Describe any methods used to examine subgroups and interactions

(¢) Explain how missing data were addressed

(d) Cohort study—1If applicable, explain how loss to follow-up was addressed
Case-control study—TIf applicable, explain how matching of cases and controls was
addressed

Cross-sectional study—1If applicable, describe analytical methods taking account of
sampling strategy

(e) Describe any sensitivity analyses

Continued on next page
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Results

Participants 13*Ok(a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg numbers potentially eligible,
examined for eligibility, confirmed eligible, included in the study, completing follow-up, and
analysed

No (b) Give reasons for non-participation at each stage
No (c) Consider use of a flow diagram

Descriptive Ok 14*  (a) Give characteristics of study participants (eg demographic, clinical, social) and information

data on exposures and potential confounders

Not Applicable

(b) Indicate number of participants with missing data for each variable of interest

Not Applicable

(c) Cohort study—Summarise follow-up time (eg, average and total amount)

Outcome data 15%

Cohort study—Report numbers of outcome events or summary measures over time

Case-control study—Report numbers in each exposure category, or summary measures of
exposure

Cross-sectional study—Report numbers of outcome events or y

Not Applicable
Main results 16
Not Applicabl

(a) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-adjusted estimates and their
precision (eg, 95% confidence interval). Make clear which confounders were adjusted for and

why they were included

(b) Report category boundaries when continuous variables were categorized

(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk into absolute risk for a meaningful
time period

Other analyses 17
Ok

Report other analyses done—eg analyses of subgroups and interactions, and sensitivity

analyses
Discussion
Keyresults Ok 18 S ise key results with reference to study objectives
Limitations Ok 19  Discuss limitations of the study, taking into account sources of potential bias or imprecision.

Discuss both direction and magnitude of any potential bias

Interpretation Ok 20

Give a cautious overall interpretation of results considering objectives, limitations, multiplicity
of analyses, results from similar studies, and other relevant evidence

GeneralisabilityOk 21  Discuss the generalisability (external validity) of the study results
Other information
Funding Ok 22  Give the source of funding and the role of the funders for the present study and, if applicable,

for the original study on which the present article is based

*Give information separately for cases and controls in case-control studies and, if applicable, for exposed and
unexposed groups in cohort and cross-sectional studies.

Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives methodological background and
published examples of transparent reporting. The STROBE checklist is best used in conjunction with this article (freely
available on the Web sites of PLoS Medicine at http://www.plosmedicine.org/, Annals of Internal Medicine at
http://www.annals.org/, and Epidemiology at http://www.epidem.com/). Information on the STROBE Initiative is
available at www.strobe-statement.org.
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Artigo II da Tese — STROBE

STROBE Statement—checklist of items that should be included in reports of observational studies

Item
No R dation
Title and abstract 1 Ok _(a) Indicate the study’s design with a commonly used term in the title or the abstract
(b) Provide in the abstract an informative and balanced summary of what was done
and what was found
Introduction
Background/rationale 2 Ok Explain the scientific background and rationale for the investigation being reported
Objectives 3 Ok State specific objectives, including any prespecified hypotheses
Methods
Study design 4 Ok Present key el of study design early in the paper
Setting 5 Ok Describe the setting, locations, and relevant dates, including periods of recruitment,
exposure, follow-up, and data collection
Participants 6 (a) Cohort study—Give the eligibility criteria, and the sources and methods of
selection of participants. Describe methods of follow-up
Case-control study—Give the eligibility criteria, and the sources and methods of
case ascertainment and control selection. Give the rationale for the choice of cases
and controls
Ok Cross-sectional study—Give the eligibility criteria, and the sources and methods of
selection of participants
(b) Cohort study—For matched studies, give matching criteria and number of
exposed and unexposed
Case-control study—For matched studies, give matching criteria and the number of
controls per case
Variables 7 No Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential confounders, and effect
Word limite, it was not possible modifiers. Give diagnostic criteria, if applicable
Data sources/ 8* For each variable of interest, give sources of data and details of methods of
measurement Ot Applicable nent ( ement). Describe comparability of assessment methods if there
is more than one group
Bias 9 Ok Describe any efforts to address potential sources of bias
Study size 10 Explain how the study size was arrived at Word limite, it was not possible
Quantitative variables 11 Explain how quantitative variables were handled in the analyses. If applicable,
Word limite, it was not possible  describe which groupings were chosen and why
Statistical methods 120k (a) Describe all statistical methods, including those used to control for confounding

Ok () Describe any methods used to examine subgroups and interactions

(c) Explain how missing data were addressed

(d) Cohort study—1If applicable, explain how loss to follow-up was addressed
Case-control study—If applicable, explain how matching of cases and controls was
addressed

Cross-sectional study—If applicable, describe analytical methods taking account of
sampling strategy

(e) Describe any sensitivity analyses

Continued on next page




Results

Participants 13*0k(a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg numbers potentially eligible,

Word limite, it was not
possible

examined for eligibility, confirmed eligible, included in the study, completing follow-up, and
analysed

No

(b) Give reasons for non-participation at each stage

No

(c) Consider use of a flow diagram

Descriptive Ok 14*
data

(a) Give characteristics of study participants (eg demographic, clinical, social) and information
on exposures and potential confounders

Not Applicable

(b) Indicate number of participants with missing data for each variable of interest

Not Applicable

(c) Cohort study—Summarise follow-up time (eg, average and total amount)

Outcome data 15*

Cohort study—Report numbers of outcome events or summary measures over time

N

Case-control study—Report
exposure

s in each exp category, or summary measures of

Not Applicable

Cross-sectional study—Report numbers of outcome events or summary measures

Main results 16
Not Applicable

(a) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-adjusted estimates and their
precision (eg, 95% confidence interval). Make clear which confounders were adjusted for and
why they were included

(b) Report category boundaries when continuous variables were categorized

(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk into absolute risk for a meaningful
time period

Other analyses 17
Ok

Report other analyses done—eg analyses of subgroups and interactions, and sensitivity
analyses

Discussion

Key results Ok 18

Summarise key results with reference to study objectives

Limitations Ok 19

Discuss limitations of the study, taking into account sources of potential bias or imprecision.
Discuss both direction and magnitude of any potential bias

Interpretation Ok 20

Give a cautious overall interpretation of results considering objectives, limitations, multiplicity

of analyses, results from simil dies, and other relevant evidence

GeneralisabilityOk 21

Discuss the generalisability (external validity) of the study results

Other information

Funding Ok 22

Give the source of funding and the role of the funders for the present study and, if applicable,
for the original study on which the present article is based

*Give information separately for cases and controls in case-control studies and, if applicable, for exposed and
unexposed groups in cohort and cross-sectional studies.

Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives methodological background and
published examples of transparent reporting. The STROBE checklist is best used in conjunction with this article (freely
available on the Web sites of PLoS Medicine at http://www.plosmedicine.org/, Annals of Internal Medicine at
http://www.annals.org/, and Epidemiology at http://www.epidem.com/). Information on the STROBE Initiative is
available at www.strobe-statement.org.
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Artigo III da Tese — STARD

Section & Topic

TITLE OR ABSTRACT
OK

ABSTRACT
OK

INTRODUCTION
OK
OK
METHODS

Study design
OK

Participants

Not Applicable

Test methods
OK

Analysis
OK

RESULTS
Participants
Not Applicable

Test results
OK

DISCUSSION
OK

OTHER INFORMATION

No  Item

1 Identification as a study of diagnostic accuracy using at least one measure of accuracy
(such as sensitivity, specificity, predictive values, or AUC)

2 Structured summary of study design, methods, results, and conclusions
(for specific guidance, see STARD for Abstracts)

3 Scientific and clinical background, including the intended use and clinical role of the index test
4 Study objectives and hypotheses

5 Whether data collection was planned before the index test and reference standard
were performed (prospective study) or after (retrospective study)
6  Eligibility criteria
7 Onwhat basis potentially eligible participants were identified
(such as symptoms, results from previous tests, inclusion in registry)
8  Where and when potentially eligible participants were identified (setting, location and dates)
9 Whether participants formed a consecutive, random or convenience series

i 10a i Index test, in sufficient detail to allow replication
10b = Reference standard, in sufficient detail to allow replication

11 ] Rationale for choosing the reference standard (if alternatives exist)

" 12a  Definition of and rationale for test positivity cut-offs or result categoriés

of the index test, distinguishing pre-specified from exploratory

" 12b  Definition of and rationale for test positivity cut-offs or result categories

of the reference standard, distinguishing pre-specified from exploratory

13a { Whether clinical information and reference standard results were available

to the performers/readers of the index test

" 13b  Whether clinical information and index test results were available

to the assessors of the reference standard
14 i Methods for estimating or comparing measures of diagnostic accuracy
15 How indeterminate index test or reference standard results were handled
16 How missing data on the index test and reference standard were handled

17  Any analyses of variability in diag| ic accuracy, distinguishing pre-specified from exploratory
18  Intended sample size and how it was determined

19 | Flow of participants, using a diagram

20  Baseline demographic and clinical characteristics of participants

21a  Distribution of severity of disease in those with the target condition

21b  Distribution of alternative diagnoses in those without the target condition

22 Time interval and any clinical interventions between index test and reference standard
23 Cross tabulation of the index test results (or their distribution)

by the results of the reference standard

24 Estimates of diagnostic accuracy and their precision (such as 95% confidence intervals)
25 Any adverse events from performing the index test or the reference standard

26 Study limitations, including sources of potential bias, statistical uncertainty, and generalisability
27  Implications for practice, including the intended use and clinical role of the index test

28 Registration number and name of registry
29  Where the full study protocol can be accessed
30  Sources of funding and other support; role of funders
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