
15

Bioterrorismo: o “Estado da Arte” 
da detecção de Agentes Patogênicos

VICTOR HUGO GIORDANO DIAS1

PROF. DR. RODRIGO SOARES DE MOURA NETO2

MARCOS DORNELAS RIBEIRO3

PROFA. DRA. CLARISSA DAMASO4

PROFA. DRA. ROSANE SILVA4

RESUMO

Apesar do termo bioterrorismo ter ficado mais conhecido mundialmente após o caso ocorrido 
com esporos de Bacillus anthracis nos EUA em 2001, a utilização de patógenos como arma bioló-
gica já estava presente ao longo da história, mesmo que de forma rudimentar. Os agentes mais 
visados no bioterrorismo são classificados pelo Center for Disease Control and Prevention (CDC) 
americano de acordo com a prioridade e facilidade de disseminação na população.  Os ataques 
intencionais podem ter grande impacto na população mundial, prejudicando a economia e saú-
de pública caso não haja infraestrutura e preparo dos países para identificar um surto e enfrentar 
o alastramento de doenças. O avanço da ciência permitiu não somente o desenvolvimento de 
novas técnicas de detecção, mas também a manipulação de microrganismos. Este trabalho des-
creve como vem sendo abordado o bioterrorismo através da história até os dias atuais, e quais 
são as principais tecnologias utilizadas para detecção de um possível ataque, para que se possa 
haver um planejamento estratégico de combate por parte do governo e sistemas de saúde.
Palavras-chave: Reação em Cadeia da Polimerase (PCR); Sequenciamento Paralelo Massivo; 
Genoma Bacteriano.

ABSTRACT

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

O Bioterrorismo é definido como a liberação intencional e planejada de agentes pa-
togênicos ou toxinas em uma determinada população. Ações bioterroristas utilizam agentes 
biológicos capazes de promover grandes epidemias, instaurar pânico na população e sobre-
carregar os sistemas de saúde, geralmente motivadas por razões políticas (FRISCHKNECH, 2003; 
MORSE; BUDOWLE, 2006). 

Já na guerra biológica, as ações estão mais ligadas a uma ofensiva militar, com objetivo 
de debilitar o oponente para evitar um contra-ataque, assim como adoecer ou matar o maior 
número possível de pessoas da população e forças armadas, plantações e animais de pecuá-
ria (CARDOSO; CARDOSO, 2011; CASHMAN, 2008). 

Os agentes que representam grande ameaça à saúde pública podem ser utilizados 
como armas biológicas. Casos isolados de doenças, surtos naturais e até mesmo a dispersão 
intencional desses agentes tem influência na segurança de um país e até mesmo na popula-
ção mundial (WHO, 2004). 

Os agentes mais visados para serem utilizados como arma biológica são principalmente 
aqueles que tem transmissão pessoa-pessoa, podem ser cultivados, são de fácil manipulação, 
tem estabilidade no ambiente, fácil disseminação, alta taxa de morbidade e mortalidade e a 
inexistência de diagnóstico e medidas terapêuticas da doença (HENDERSON, 1999), podendo 
ser dispersos pelo ar, comidas contaminadas, em pó ou via vetores artrópodes (MORSE; BU-
DOWLE, 2006). 

As características que dividem os microrganismos relevantes à saúde pública em grupos 
de risco são semelhantes às do bioterrorismo. Os principais pontos levados em consideração, 
segundo a OMS, são a virulência do patógeno e severidade da doença, capacidade de cau-
sar doença em humanos e/ou animais, meios de transmissão e disponibilidade de prevenção, 
tratamento ou contenção (WHO, 2004). 

Esta revisão tem como objetivo descrever a abordagem do bioterrorismo através da his-
tória até os dias atuais, e quais as principais tecnologias usadas para detecção de um possível 
ataque, visando um planejamento estratégico de combate, por parte do governo e sistemas 
de saúde.

2. ARMAS BIOLÓGICAS

As armas biológicas são umas das mais perigosas dentre aquelas que têm como objetivo 
a destruição em massa, como as armas químicas e nucleares. Os sistemas governamentais 
geralmente estão mais preparados para uma resposta a essas duas últimas, pois seus efeitos e 
disseminação são percebidos em um menor período de tempo, como por exemplo, nos casos 
de incêndio, os quais logo se têm sinais de fumaça e propagação de fogo pela região. As 
bombas nucleares além da grande destruição do local de impacto tem efeito instantâneo e 
para as armas químicas existem pessoal mais capacitado para conter e identificar os possíveis 
danos (DANZIG; PB, 1997; HENDERSON, 1999; MORSE; BUDOWLE, 2006).

No caso de um ataque bioterrorista os efeitos podem ser muito mais lentos e silencio-
sos. A liberação de esporos de um patógeno através de aerossóis, por exemplo, no qual 
gás pode ser incolor e inodoro, penetrando e se disseminando em várias áreas até mesmo 
no interior de casas, centros comerciais e empresas. As pessoas de determinada região 
começam a adoecer de maneira que isso passa a ser confundido com um surto natural de 
alguma doença. Os sintomas normalmente surgem dias ou semanas após a execução do 
ataque. Pacientes em hospitais, trabalhadores nas suas empresas e alunos e funcionários 
de escolas se contaminam e a doença começa a se espalhar e só então as suspeitas de 
um ataque intencional começam a ser investigadas. A distinção desses casos depende 
do conhecimento epidemiológico das doenças endêmicas e de evidências laboratoriais 
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provenientes dos indivíduos afetados para análises forenses específicas (HENDERSON, 1999; 
MORSE; BUDOWLE, 2006).

Depois da suspeita de um ataque com determinado agente biológico é preciso ter uma 
confirmação laboratorial da doença, medidas de resposta, como estoque de antibióticos e 
vacinas, quarentena das pessoas contaminadas, identificação do patógeno e sua fonte de 
origem, além do possível responsável pelo ataque, seja ele um indivíduo, grupo ou organiza-
ção militar ou terrorista (HENDERSON, 1999; MORSE; BUDOWLE, 2006; VALDIVIA-GRANDA, 2012).

3. CLASSIFICAÇÃO DOS AGENTES PATOGÊNICOS

Os patógenos que podem ser usados como arma biológica, tais como Bacillus anthracis 
e Yersinia pestis, são classificados pelo Center for Disease Control and Prevention (CDC) dos Es-
tados Unidos da América (EUA), organização responsável pela monitoração de doenças que 
afetem a população, em categorias de risco A, B e C, em ordem decrescente de prioridade 
e facilidade de disseminação na população (Quadro 1) (BUDOWLE et al., 2011; CHUGH, 2019; 
MORSE; BUDOWLE, 2006). A categoria A inclui organismos que produzem doenças mais prová-
veis de causar mortalidade em massa e criar pânico como, por exemplo, bactérias causadoras 
do Antraz (B. anthracis), Botulismo (Clostridium botulinum) e Peste Negra (Y. pestis); e vírus cau-
sador da varíola (Varíola major virus) e febres hemorrágicas (vírus Ebola, Marburg, vírus da febre 
de Lassa, Machupo e Junín). Na categoria B estão os organismos que se replicam em águas 
e de fácil disseminação como espécies de cianobactérias produtoras de toxinas, Shigella sp., 
Salmonella sp. e bactérias causadoras da cólera, tifo, febre Q, além de vírus causadores de en-
cefalites, tais como vírus da Encefalite Equina do Oeste, vírus da Encefalite Venezuelana, entre 
outros. Na categoria C estão incluídos microrganismos que, se manipulados geneticamente no 
futuro, podem se tornar ameaçadores como o Hantavírus, vírus Nipah, vírus da febre amarela 
(KHAN; MORSE; LILLIBRIDGE, 2000; PINTO, 2013).

Quadro 1. Divisão dos agentes patogênicos nas categorias A, B e C, 

por ordem decrescente de prioridade e disseminação. 

CATEGORIA DESCRIÇÃO EXEMPLO DE PATÓGENOS

A

Fácil disseminação ou transmissão 
pessoa-pessoa; alta mortalidade; 
maior impacto para saúde pública; 
causar pânico na população

Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Clos-
tridium botulinum, Francisella tularensis, 
vírus da varíola, vírus Ebola, Marburg, ví-
rus da febre de Lassa, Machupo e Junín

B

Moderadamente fácil de disseminar; 
moderada morbidade; baixa morta-
lidade; exige capacidade de diag-
nóstico e vigilância da doença

Coxiella burnetti, Brucella sp., Burkhol-
deria sp., Salmonella sp., Shigella dy-
senteriae, Rickettsia prowazekii, Esche-
richia coli, Vibrio cholerae, vírus da 
Encefalite Equina do Oeste, vírus da 
Encefalite Venezuelana

C

Patógenos emergentes que podem 
ser manipulados geneticamente 
para serem usados como arma bio-
lógica; facilidade de produção e dis-
seminação; alta morbidade e morta-
lidade

Vírus da Febre Amarela, Hantavirus, ví-
rus Nipah

Fonte: Center for Disease Control and Prevention (CDC).
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4. HISTÓRICO DA UTILIZAÇÃO DE AGENTES PATOGÊNICOS

Apesar do tema ter se tornado popular nos anos 2000 a utilização de microrganismos 
como arma já estava presente ao longo da história. Quando as doenças infecciosas se espa-
lham rapidamente e são mortais podem causar diversos problemas à população, e por isso os 
homens começaram a utilizar esses patógenos como uma forma de ataque.

Inicialmente os microrganismos eram empregados de forma intuitiva e rudimentar. Os 
homens de Neandertal, por exemplo, utilizavam flechas com fezes de animais para causar 
infecções em seus inimigos (CHRISTOPHER, 1997; SILVA, 2001). Além disso, ataques deliberados 
de agentes patogênicos foram utilizados recorrentemente como estratégia para conquistas 
territoriais ao longo da História. Em 1347 os Tártaros lançaram cadáveres de pessoas mortas 
pela Peste por muros na cidade de Caffa (atualmente Teodósia, Ucrânia) através de catapul-
tas, o que leva alguns pesquisadores a acreditarem que esta foi a forma de entrada da Peste 
Negra na Europa, epidemia que matou aproximadamente 60% da população (BACON, 2003; 
CHRISTOPHER, 1997; WHEELIS, 2002).

Em 1763 o exército britânico enviou cobertores utilizados por pacientes que morreram 
de varíola para os nativo-americanos aliados aos franceses durante a Guerra Franco-Indíge-
na na América do Norte (BACON, 2003; SILVA, 2001). Durante a Primeira Guerra Mundial os 
alemães desenvolveram diversas armas biológicas. As bactérias Bacillus anthracis e Burkhol-
deria mallei, por exemplo, foram utilizadas para contaminar comida de ovelhas romenas 
que seriam transportadas para a Rússia. Estes patógenos também foram a ferramenta usada 
para a contaminação intencional de equinos da cavalaria francesa (BACON, 2003; CHRIS-
TOPHER, 1997).

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

Um exemplo de contaminação intencional por bactéria, descartando um surto natural 
da doença, aconteceu em Oregon (EUA) em 1984: clientes e trabalhadores de diversos restau-
rantes foram infectados pela bactéria Salmonella enterica Typhimurium devido à ingestão ou 
contato com saladas, por conta de uma ação de um grupo religioso local. A hipótese de con-
taminação da água, má refrigeração dos alimentos ou de transmissão pelos empregados foi 
desconsiderada e a cepa encontrada nas amostras era a mesma que uma cepa laboratorial 
(ATLAS, 2002; SILVA, 2001; TOROK, 1997).

Outro exemplo de liberação intencional, contudo sem danos diretos ao ser humano, 
aconteceu no Sul da Bahia, no final da década de 80. Uma infestação devastadora, conheci-
da como vassoura-da-bruxa, atacou as plantações de cacau. Foram encontrados galhos de 
árvore de cacau infectados com o fungo amarrados aos pés de cacau da plantação. Quase 
vinte anos depois se descobriu que fora um ataque intencional, gerado por motivos políticos, 
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que teve consequências econômicas muito sérias, reduzindo a produção de cacau em 75% 
na década seguinte ao ataque (FIORAVANTI, VELHO, 2011; DEFESANET, 2006).

Novamente a preocupação global do uso de agentes biológicos como arma fez com 
que países reunissem esforços para maior controle e vigilância acerca do bioterrorismo e para 
evitar que essas armas de destruição em massa se tornassem as novas "bombas nucleares. 
Em 1972 aconteceu a Convenção sobre a proibição de Armas Biológicas e Toxinas (CPAB), na 
qual foi determinada a destruição dos estoques dos patógenos categorizados como possíveis 
armas biológicas e a proibição do desenvolvimento, produção, estocagem e aquisição destas 
ferramentas para guerra (FRISCHKNECH, 2003; NIXDORFF, 2006).

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

5. SURTO NATURAL DE DOENÇAS OU ATAQUE INTERNACIONAL: IDENTIFICAÇÃO 
DE AGENTES PATOGÊNICOS

A identificação rápida e precisa de patógenos é um componente essencial de vigi-
lância biológica com benefícios para a saúde humana, assim como para as perspectivas 
em biodefesa, pois estes podem representar uma ameaça à segurança nacional de um 
país (ADALJA, 2018; ATLAS, 2002; DUNBAR et al., 2018; FRANCIS et al., 2013). Os sintomas ini-
ciais de diversas doenças são não-específicos, é comum em infecções causadas por vários 
patógenos. Portanto, é importante a correta identificação dos patógenos, com potencial 
de risco biológico, para afirmar a possibilidade de ameaça à saúde ou bioterrorismo. Des-
te modo, é de interesse estratégico a capacidade de distinguir os casos de surtos naturais 
de microrganismos patogênicos daqueles que ocorrem por liberação de forma intencio-
nal (BUDOWLE et al., 2005, 2011; CHUNG et al., 2008; NATIONAL INSTITUTE OF ALLERGY AND  
INFECTIOUS DISEASES, 2002).

Apesar do avanço da tecnologia e facilidade de acesso aos agentes patogênicos ter 
aumentado com o passar dos anos, não é qualquer indivíduo que consiga manipular tais mi-
crorganismos para utilizar em um ataque bioterrorista. Grande parte desses agentes é de difícil 
produção em larga escala e precisam de laboratórios sofisticados para serem manipulados. 
Outro fator limitante é a variação da virulência entre os diferentes agentes. Em muitos casos a 
patogenicidade em questão depende da espécie ou até mesmo de cepas específicas difíceis 
de se obter, além de ser preciso conhecimento de um especialista para determinar se a espé-
cie/cepa é a correta (BUDOWLE et al., 2011).

A identificação rápida e precisa de patógenos é um componente essencial de vigilância 
biológica com benefícios para a saúde humana, assim como para as perspectivas em biode-
fesa, pois estes podem representar uma ameaça à segurança nacional (FRANCIS et al., 2013).

Os sintomas iniciais de diversas doenças são comuns na infecção por vários patógenos. 
Portanto, a correta identificação dos patógenos com potencial de risco biológico é importan-
te para afirmar a possibilidade de ameaça à saúde ou bioterrorismo. Deste modo, é de impor-
tância estratégica a capacidade de distinguir os casos de surtos naturais de microrganismos 
patogênicos daqueles que ocorrem por liberação de forma intencional (KHAN, 2011; KHAN; 
MORSE; LILLIBRIDGE, 2000; PINTO, 2013).
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O número de pesquisas relacionadas ao bioterrorismo aumentou consideravelmente de-
pois do ataque com esporos de B anthracis em 2001 nos EUA, como indicado no gráfico da Fi-
gura 1 com dados do PubMed/NCBI, indicando o crescente interesse em biodefesa dos países 
(NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH – NCBI, 2019).

Figura 1. Número de publicações com os termos bioterrorism e/ou biodefense.

Fonte: PubMed (NCBI), do ano 1993 – 2019.

6. TÉCNICAS DE DETECÇÃO DE PATÓGENOS

As técnicas de detecção de microrganismos de interesse clínico ou para biodefesa 
devem ser das mais sensíveis e específicas o possível e sem que haja interferência de con-
taminantes externos, para não haver erro no diagnóstico. Além disso, é preferível que sejam 
por meio de equipamentos portáteis e de fácil operação, com resultado rápido e aplicável 
a diversas amostras e patógenos simultaneamente (MOORCHUNG; SHARMA; MEHTA, 2009). 
O ideal é que essas metodologias possam ser aplicadas em centros de referência, hospitais 
e clínicas que já logo após o processo de triagem de pacientes. A cultura de bactérias em 
meios específicos ou de vírus em tecidos ainda são considerados o padrão ouro entres os tes-
tes clínicos e laboratoriais na identificação dos agentes. Apesar disso, foram desenvolvidas 
técnicas que dão detalhes adicionais sobre os patógenos na investigação forense, como 
indicativos de sua fonte de origem e variações genéticas, por exemplo, obtidos através de 
ensaios envolvendo ácidos nucleicos (MORSE; BUDOWLE, 2006; NATIONAL INSTITUTE OF ALLER-
GY AND INFECTIOUS DISEASES, 2002).

A interpretação dos resultados obtidos de ensaios de detecção baseados em alguns tes-
tes padronizados, comuns, para ácidos nucleicos nem sempre são o suficiente para se obter 
todas as informações de um caso de atentado bioterrorista e por isso, testes complementares 
podem ser essenciais. A combinação de técnicas pode ajudar a traçar a fonte de origem geo-
gráfica do ataque através de elementos físico ou químicos, o primeiro indivíduo contaminado 
ou infectado, assim como a forma que o patógeno ou toxina foi disseminado e quando a 
arma biológica foi preparada. Isso decorre do fato de que os microrganismos podem carregar 
informações que os relacionem com sua origem, como substâncias utilizadas no seu cresci-
mento, reagentes químicos utilizados na produção, no caso das toxinas, por exemplo, além de 
nutrientes absorvidos do meio. Tais técnicas podem envolver cromatografia, espectrometria de 
massa, imunoensaios e a cultura de células (MORSE; BUDOWLE, 2006).

A amplificação de ácidos nucleicos se tornou um dos métodos mais utilizados na identi-
ficação rápida de agentes, por causa da sua sensibilidade e especificidade. Uma das formas 
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mais comuns na identificação de bactérias por meios moleculares é a técnica de PCR utili-
zando como alvo o gene ribossomal 16S (16S rRNA) (CHOL; WYSS; GÖBEL, 1996; CLARRIDGE; 
ALERTS, 2004; PETTI; POLAGE; SCHRECKENBERGER, 2005; SCHMALENBERGER; SCHWIEGER; TEBBE, 
2001). Apesar disso, existe a necessidade de se ter testes complementares para dar mais con-
fiança à identificação, evitando falsos positivos. As técnicas de PCR em tempo real (qPCR) tem 
basicamente os mesmos fatores limitantes e princípios da amplificação tradicional, sendo que 
as reações multiplex para qPCR tem se mostrado eficientes, porém as limitações encontradas 
são pela quantidade de fluoróforos disponíveis, adequação nas temperaturas da ciclagem, 
quantidades de reagentes e homologia entre as sequências dos iniciadores. A metodologia já 
foi testada para diversos agentes do bioterrorismo como B. anthracis, E. coli, vírus Varíola major 
(CLIFFORD et al., 2012; DAMASO et al., 2007; ZHANG et al., 2013). 

As técnicas de sequenciamento evoluíram significativamente durante o passar do tem-
po. Nos últimos 30 anos, o sequenciamento Sanger foi utilizado como método padrão para 
analisar moléculas de DNA. Apesar dos avanços contínuos como a introdução de sistemas de 
eletroforese capilar, bem como uma contínua diminuição dos custos, este método exigia uma 
alta demanda de tempo, além de ser caro, o que desencadeou a procura de métodos mais 
rápidos e acessíveis para sequenciamento de DNA em larga escala. Essa procura resultou no 
desenvolvimento de novas plataformas denominadas de Sequenciamento Paralelo Massivo 
(SPM) (BUDOWLE et al., 2011; GOYA; IRMTRAUD; MARRA, 2012).

Nosso grupo já publicou vários trabalhos sobre a análise de microbiomas por SPM. Investi-
gamos amostras de solo, rizoma e reservatórios de água, bem como a piscina de combustível 
nuclear de Angra II. Nestas investigações usamos a técnica de "fragmentação direta de DNA" 
para identificar espécies de bactérias e fungos que foram encontrados em diferentes biomas 
(FONSECA et al., 2018; CABRAL et al., 2018; SILVA et al., 2018).

Esta técnica de fragmentação de DNA (análise Shotgun) permite a análise direta e simul-
tânea da metapopulação de microrganismos: arqueas, bactérias, fungos, vírus e protozoários. 
Entretanto, a detecção depende de uma concentração mínima de organismos para ser iden-
tificado (Figura 2A). Como alternativa, temos a amplificação de alvos genéticos específicos 
(análise AmpilSeq), em que investigamos sequências específicas de DNA, visando a identifica-
ção inequívoca do organismo em um pouco menos de 0,1 ng de DNA (Figura 2B). Em qualquer 
alternativa, a análise de bioinformática seria primordial para a confirmação do diagnóstico.

 

Figura 2. Diagrama das estratégias de sequenciamento paralelo massivo. (A) Fragmentação direta do 
DNA (Shotgun) e o sequenciamento de milhares de fragmentos. (B) Amplificação por PCR de alvos 

específicos (AmpliSeq), visando ser mais sensível e eficiente. Em qualquer caso, os resultados serão analisados 
por bioinformática para se obter a espécie da bactéria.



22 ESCOLA DE SAÚDE DO EXÉRCITO  – EsSEx: REVISTA CIENTÍFICA

O desenvolvimento do SPM facilitou as análises microbiológicas, inclusive na área foren-
se. Essa tecnologia pode gerar mais de 500 milhões de bases por reação, equivalente a uma 
grande quantidade de sequenciamentos paralelos. Por isso, uma mesma região do DNA é 
sequenciada várias vezes dando maior profundidade à área, possibilitando que uma amostra 
com muito menos DNA possa ser identificada (ANSORGE, 2009; BUDOWLE et al., 2011; MINOGUE 
et al., 2019; NOVOSSIOLOVA, 2017; OLIVEIRA; AMORIM, 2018). 

Dentre as principais vantagens apresentadas com o uso das novas plataformas de sequen-
ciamento em relação ao método de Sanger está a rapidez do processo de sequenciamento, já 
que procedimentos como clonagem não se fazem mais necessários. Além disso, os equipamen-
tos de SPM podem gerar milhões de fragmentos ao mesmo tempo e processar diversas amostras 
simultaneamente. A tecnologia de SPM também possibilita identificar outros fatores contidos em 
determinada amostra, além do DNA do patógeno, como contaminantes com vestígios do meio 
de cultura utilizado para cultivo de um microrganismo em ataque intencional, pólen de plantas 
do local de origem e DNA do manipulador da amostra. Essas plataformas apresentam impor-
tantes aplicações na pesquisa de sequenciamento de genomas completos, identificação de 
mutações ou polimorfismos gênicos, metagenômica, doenças infecciosas, ecologia e genética 
forense (ANSORGE, 2009; BUDOWLE et al., 2011; GILCHRIST et al., 2015; GOYA; IRMTRAUD; MARRA, 
2012; MINOGUE et al., 2019; OLIVEIRA; AMORIM, 2018; ROTHBERG et al., 2011).

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

7. CONCLUSÃO

No Brasil não há tantos casos relatados de bioterrorismo como em outros países como nos 
Estados Unidos e Japão, mas é importante que se tenha uma constante vigilância em relação 
aos agentes patogênicos, para que o governo e órgãos de saúde estejam preparados para 
ataques inesperados. Essa preocupação vem se intensificando, visto que o Brasil foi foco de 
atenção mundial de eventos como os Jogos Olímpicos e a Copa do Mundo. Além disso, recen-
tes casos de doenças causadas pelos vírus Ebola, Zika e Chikungunya vem preocupando não 
só o Brasil, mas toda população mundial. Por isso, o Governo, através dos Sistemas de Saúde, 
já começou a procurar medidas para controlar a disseminação de doenças.

Assim como nos outros países, é de extrema importância que haja um investimento em 
pesquisa, desenvolvimento de tecnologia e infraestrutura por parte do governo, para que o 
país possa estar preparado para um possível ataque e o sistema de saúde e economia não 
entre em colapso.

Neste sentido nosso grupo, financiado pelo Programa CAPES Pró-Defesa, desenvolveu um 
painel genético para a detecção de 37 espécies de bactérias relevantes para o bioterrorismo 
e saúde pública utilizando a metodologia de amplificação multiplex e SPM, através da análise 
de 53 marcadores, 50 genes e três regiões do 16S rRNA. O ensaio do limite mínimo de detecção 
do SPM apresentou uma sensibilidade de 1.000 bactérias ou 70 pg de DNA. Utilizando a abor-
dagem direta, sem amplificação por PCR, conseguimos detectar 5.000 bactérias. Para finalizar, 
estabelecemos um pipeline, com ferramentas livres, de filtragem de leituras por tamanho e 
qualidade, além do mapeamento nas referências de bancos de dados. Com tudo isso, pode-
mos responder rapidamente, e com segurança, a pergunta-chave neste tipo de ataque: este 
microrganismo possui potencial de dano à saúde pública?
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