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_Introdugéo

As pandemias de cdlera, causadas por serogrupos especificos
de V. cholerae que apenas sao patogénicos para 0 homem, tém sido
descritas desde 1817. Presume-se que as primeiras sete foram causadas
pelo serogrupo O1, em que a sétima pandemia (1961) ainda se
encontra activa e tem tido um impacto severo em trés
continentes. A sexta pandemia terminou em 1923, mas o clone persistiu
até aos anos 90. Varios surtos de célera foram descritos ap6s o
desaparecimento da sexta pandemia e antes do inicio da sétima
pandemia, em que as estirpes isoladas foram caracterizadas como
sendo do bidtipo El Tor ao contrario das estirpes da quinta e sexta
pandemia, pertencentes ao bidtipo classico. Os surtos com estirpes
El Tor ocorreram na Indonésia e no Médio Oriente (1926-1960) e séo
referidas como estirpes pré pandémicas devido ao facto de terem sido
consideradas como precursores da sétima pandemia, que também é
devida a estirpes do biétipo El Tor. Em Outubro de 1992, um novo
serogrupo, definido como 0139, causou um grave surto de célera no
sudoeste da india. Em 10 meses este serogrupo disseminou por toda
aindia e igualmente para 11 paises vizinhos desalojando o serogrupo
01. Desde essa altura ambos os serogrupos coexistem e sao
responsaveis por grandes surtos. Estudos genomicos indicam que a
estirpe epidémica O139 apareceu por aquisi¢do horizontal de um Unico
ADN. Tradicionalmente a classificacdo de V. cholerae é realizada
seroldgicamente e requer cerca de 200 antisoros baseados no antigénio
somatico O. As estirpes de V. cholerae dividem-se em trés subgrupos
principais, O1, 0139, e ndo O1/ndo 0139, dos quais somente 0s
serogrupos O1 e 0139 se encontram associados a pandemias e
epidemias de cdlera. Os serogrupos ndo epidémicos (ndo O1 e ndo
0139) podem ser patogénicos e sdo reconhecidos como agentes
causais de surtos esporadicos e localizados.

N

_Os vibrios ingeridos a partir de &gua e alimentos, contaminados,
tém que passar através da barreira &cida do estdmago antes de
colonizarem a zona superior do intestino grosso. A colonizagao faz-se
com o apoio de fimbrias, estruturas proteicas filamentosas denominadas
pilis coreguladores de toxina (TCP) que sdo extensdes da parede celular
que aderem aos recetores da mucosa e através da mobilidade da
bactéria que ajudam a penetrar na camada de muco. A adesédo
dos vibrios @ mucosa permite que a enterotoxina (toxina colérica)
produzida seja eficientemente enviada para as células da mucosa.
Esta toxina interfere com o equilibrio electrolitico dos intestinos, sendo
responsavel pela ativagdo da adenil ciclase que conduz a um aumento
do AMP ciclico, seguido de um aumento da secre¢éo de cloro e inibigdo
da natural absorcéo de cloreto de sodio nas vilosidades do intestino
provocando uma massiva excre¢ao de fluidos para o lumen do intestino
grosso. O volume excretado excede a capacidade normal de absor¢éo
do intestino e resulta numa diarreia aquosa contendo grandes quantidades
de sddio, cloro, bicarbonato, e potassio. As fezes de doentes com cdlera
contém elevadas concentragdes de vibrios (108 bactérias por g de fezes)
e sdo altamente infecciosas.

_A andlise genética do genoma de V. cholerae revelou a presenca
de dois importantes elementos genéticos que distinguem uma
estirpe patogénica de V. cholerae de uma estirpe indcua. A patogenicidade
das estirpes de V.cholerae O1 e 0139 depende de uma combinacéo
de fatores, incluindo a enterotoxina (toxina colérica [CT], ctxA ) e a sua
capacidade de ades&o, e colonizagdo do intestino grosso (fator de
colonizagéo tcpA). Os principais factores de viruléncia encontram-se
presentes em grupos. O primeiro é 0 genoma de um bacteridfago
lisogénico designado CTX¢ que comporta os genes que codificam para
a toxina colérica e o segundo o ilhéu de patogenicidade do vibrio (VPI)
que comporta os genes do fator de colonizago, pilis coreguladores de
toxina (TCP). Outros fatores tém sido igualmente associados com a
enteropatogenicidae e incluem uma hemolisina idéntica ao El Tor (hlyA),
uma enterotoxina termo estavel (stn/sto), hemaglutininas, neuraminidase
(nanH), proteina de membrana externa (ompU), toxina Shiga like (stx),
uma proteina reguladora ToxR e uma toxina zonula ocludente (zot). Os
métodos de diagnéstico convencionais (fenotipicos) utilizados para a
detecdo e classificacdo de estirpes de V. cholerae isoladas de amostras
clinicas e ambientais requerem varios dias e envolvem a cultura em
agua peptonada alcalina, meio TCBS (tiossulfato, citrato, bilis, sais de
sucrose), aglutinagdo em Iamina com antisoros especificos e teste para
a detecdo de produgdo da toxina colérica. No entanto V. cholerae O1
e 0139 podem ser detetados rapidamente por técnicas moleculares
assim como a distingdo entre estirpes toxinogénicas e nao toxinogénicas.

_O primeiro caso conhecido de pandemia de célera em Angola ocorreu
em 1971. A epidemia durou 4 anos e causou 2453 casos notificados e
117 dbitos. Em 1987 uma outra epidemia iniciou-se no municipio do
Soyo, na Provincia do Zaire e difundiu-se nas 18 Provincias de Angola.
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Esta epidemia de colera sazonal recorrente resultou em aproximadamente
112.184 casos e mais de 7.120 mortos. De 1995 a 2006, apenas
se registaram casos esporadicos. Entre 2006 e 2008 verificou-se uma
nova epidemia sobretudo nas regides costeiras com um total de cerca
de 84.000 casos e cerca 3.150 mortos (). A confirmagao laboratorial de
casos de célera é efetuada no Instituto Nacional de Saude Publica de
Angola (INSP) utilizando os métodos fenotipicos. A célera continua a
ser um grave problema de Saude Publica em Angola. Mais, 0 serogrupo
01, biétipo El Tor, deslocou-se da Asia tendo causado pandemia em
Africa e na América do Sul durante os tlimos 35 anos. O novo serogrupo,
0139, apareceu no sul da Asia em 1992, tornou-se endémico na regiao,
e ameaga iniciar uma nova pandemia. Atualmente verifica-se um elevado
afluxo de individuos provenientes das zonas endémicas de V. cholerae,
nomeadamente Asia, devido a acordos de cooperagdo para a
vinda de operarios, principalmente na drea da construcéo civil. Estes
individuos vivem habitualmente em comunidade fechada, e por vezes
em condigdes precérias de saneamento o0 que favorece a existéncia
e disseminagéo de V. cholerae. Olhando para a histéria das epidemias
de V. cholerae e com o actual movimento de populagdes a probabilidade
de ocorréncia do serdtipo 0139 em Angola é real. Este trabalho
tem como objetivo a implementagdo de metodologias moleculares para
caracterizacédo de V. cholerae no INSP, nomeadamente: confirmacéo
molecular dos serogrupos O1, 0139 e ndo O1/ndo 0139; confirmagéo
molecular dos bidtipos El Tor e Classico utilizando o gene tcpA;
determinagéo da presenca dos genes associados aos fatores de viruléncia:
CctxA, tox, ace, omp e zot.

_Métodos

De um universo de 534 estirpes caracterizadas fenotipicamente
como V. cholerae pertencentes a cole¢éo existente no INSP, serdo
caracterizadas, geneticamente, todas as estirpes que se encontrem
vidveis. Estas estirpes sdo provenientes de doentes com suspeita
de colera e cujas amostras de fezes foram analisadas no INSP.
As estirpes da coleg@o do INSP tém sido conservadas em meio de
conservacdo sdlido em tubo, por picada central e a temperatura ambiente.
A sua recuperacdo consistiu, na sua sementeira em agua peptonada
durante 4 horas e em seguida passagem para meio de TCBS. Todas
as repicagens que evidenciaram a presenga de coldnias amarelas
caracteristicas neste meio, foram em seguida conservadas por congelagéo
em meio TSI com glicerol a - 80°C.

_De igual modo a partir das culturas frescas de V. cholerae em TCBS
foi efetuada uma suspens@o de uma ansa de 10 pl de UFC em 500 i
de 4gua estéril para extracdo de ADN pelo método de fervura.
Este método consistiu em ferver durante 15 minutos a referida suspensao
e em seguida centrifugar durante 5 minutos a 3000 rpm. As técnicas
moleculares utilizadas foram aferidas no Departamento de Doencas
Infecciosas do INSA de Lisboa e em seguida transmitidas para o
Laboratdrio de Biologia Molecular do INSP (LBM). Assim, para a
confirmacéo do serogrupo foram utilizados iniciadores especificos de
V. cholerae O1e 0139 segundo Hoshino et al. (?). Para a caracterizagao

dos diferentes genes de viruléncia e distingao do bidtipo classico e
El Tor foram utilizados iniciadores descritos por Singh et al. ). A aferigéo
das diferentes reacGes de amplificacéo foi realizada utilizando ADN de
18 estirpes de V. cholerae da colecdo de estirpes do INSA entre elas,
4 estirpes de controlo de qualidade (2 do serétipo O1 Ogawa, 1 do
serétipo O1 Inaba e 1 do serétipo ndo O1). Para o serétipo 0139, foi-
nos gentilmente cedido, pelo Instituto Pasteur de Paris, ADN de uma
estirpe de V. cholerae 0139.

Nas seguintes encontram-se alguns exemplos das diferentes
reccdes de PCR aferidas.

Figura1:

Exemplo de um gel com estirpes de V. cholerae O1.

Figura2: A: gene ctxA; B: gene tox; C: gene ace; D: gene tcpA.
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_Atualmente no LBM do INSP, das cerca de 200 estirpes, até
agora recuperadas, 115 estdo a ser submetidas &s diferentes reagoes
de amplificacdo. Para tal, foram efetuadas diferentes diluicdes
(1/1; 110; 1/100) de cada ADN extraido e em seguida amplificadas com
as condigdes de reacdo descritas por Hoshino et al. (?) para a
caracterizag&o do serotipo e por Singh et al. ©*) para os diferentes genes
de viruléncia.

_Resultado e conclusoes
Até ao momento 75 estirpes confirmaram a presenca do serétipo O1,
47 estirpes a presenca do gene ctxA e 22 a presenga do gene tox.

_A metodologia apresentada permite a detecéo rdpida de V. cholerae
dos serogrupos O1 e 0139 assim como a distingdo entre estirpes
toxinogénicas e nao toxinogénicas. Mais, com o conhecimento
dos diferentes genes associados a viruléncia da estirpe é possivel
realizar o mapeamento dos diferentes fatores de viruléncia presente nas
estirpes isoladas, quer clinicas, quer ambientais.

_Aimplementagdo deste método molecular permitiu, igualmente, introduzir
o conceito de vigilancia epidemioldgica molecular no INSP e iniciar a
caracterizagoes das estirpes de V. cholerae circulantes em Angola.
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