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RESUMO

A tipagem molecular de microrganismos patogénicos tem contribuido enormemente para a
eficacia de programas de vigilancia epidemioldgica em todo o mundo, subsidiando
estratégias de prevencdo e controle de doencas infecciosas. O papel principal desses
sistemas de tipagem consiste em acessar a inter-relagdo genetica de isolados microbianos.
A acurdcia dos diferentes métodos permite assim definir a fonte e rotas de infecgéo,
esclarecer a ocorréncia de surtos, caracterizar clones epidémicos, identificar a circulacéo
de linhagens virulentas e avaliar a efetividade de medidas de controle. A partir da década
de 70, foram desenvolvidas técnicas laboratoriais para a analise de &cidos nucléicos
caracterizando um novo paradigma para a Saude Pdblica. Atualmente existem inimeras
técnicas, com vantagens e limitagdes conforme critérios internacionais, as quais as tornam
aplicaveis para alguns estudos e restritos a outros. A escolha do método vai depender da
questdo epidemioldgica a ser respondida e da disponibilidade de recursos do laboratorio.
Essas tecnologias requerem capacitacdo técnico-operacional, adequacao fisica para sua
instalacdo e a aquisicdo de programas computacionais especificos destinados a captura da
imagem, a analise do DNA e a guarda de resultados. Esse artigo apresenta os fundamentos
e aplicabilidade dos métodos moleculares de tipagem mais empregados no estudo
epidemiologico de doencas infecciosas.
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MOLECULAR METHODS IN EPIDEMIOLOGICAL SURVEILLANCE
OF INFECTIOUS DISEASES

ABSTRACT

Molecular typing of pathogenic microorganisms has greatly contributed to the
effectiveness of epidemiological surveillance programs worldwide, supporting strategies
for prevention and control of infectious diseases. The main role of typing systems is to
assess the genetic relationship between microbial isolates. The accuracy of different
methods has determined the source and routes of infections, confirmed outbreaks,
characterized epidemic clones, recognized virulent strains and evaluated the effectiveness
of control measures. From the 1970s, laboratory techniques for the analysis of nucleic
acids sequences established a new paradigm for public health purposes. Currently, a broad
range of techniques is available, presenting advantages and limitations based on
international criteria, which make them applicable to some studies and restricted to others.
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The decision whether to use one or another choice of method will need to consider the
suitability to a specific epidemiological question and laboratory resources. These
technologies require technical and operational training, appropriate areas for their
installation and the acquisition of specific computer software for the image capture,
comparative DNA analysis and data storage. This article describes the fundamentals and
applicability of the most used molecular typing systems in the epidemiological studies of
infectious diseases.

KEY WORDS: MOLECULAR EPIDEMIOLOGY, LABORATORY, INFECTIOUS
DISEASE, SURVEILLANCE.

METODOS MOLECULARES NA VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DE
DOENCAS INFECCIOSAS

INTRODUCAO

As doencas infecciosas tém expressivo impacto na morbidade em todo o mundo sendo
responsaveis por dezenas de milhdes de mortes por ano, principalmente, aquelas que nao
dispdem de mecanismos eficazes de prevencdo e controle. Nos paises em
desenvolvimento, essas questdes representam constantes desafios e refletem limitacdes de
natureza diversa. As acOes da vigilancia em saude buscam de forma integrada e
intersetorial o desenvolvimento de estratégias, visando responder com efetividade e
eficacia os problemas de prevencdo e controle de doencas infecciosas e outros agravos a
salude (BARRETO et al., 2011).

Em todo esse processo, o laboratério assume um papel crucial no diagndstico do agente
infeccioso e participa ativamente nas ac¢6es de vigilancia epidemiologica. Neste contexto
destaca-se a Epidemiologia Molecular, que é o ramo da ciéncia médica que utiliza
tecnologias da biologia molecular no suporte a investigacdes epidemioldgicas. Essas
ferramentas laboratoriais tém importante aplicabilidade no monitoramento de espécies e na
deteccdo de linhagens ou variantes de populacGes microbianas (BELKUM et al., 2001;
BLANC, 2004; GILBERT, 2002; GWINN, BOWEN, KHOURY, 2006). Os resultados
dessas analises associados com a identificacdo de outros marcadores biolégicos como as
propriedades especificas de viruléncia, tém permitido detectar a circulacdo de clones e
delinear o padréao epidemioldgico de doencgas infecciosas (HASNAIN, 2003; Li, RAOULT,
FOURNIER, 2009).

O laboratério no apoio as vigilancias pode atuar no diagndstico e na tipagem de
microrganismos. O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, nestes dltimos 20
anos, tem conferido, cada vez mais, maior sensibilidade e especificidade aos testes e
favorecido a revisdo e a incorporacdo de conceitos, visando atender as tecnologias
emergentes (HASNAIN, 2003; MILLAR, XU, MOORE, 2007). Desde a descoberta, na
década de 80, da reacdo em cadeia da polimerase (em inglés, Polymerase Chain Reaction -
PCR), uma enorme variedade de métodos foram introduzidos na pesquisa e na rotina
clinica microbioldgica. Atualmente, a biologia molecular oferece um grande repertorio de
métodos com aplicacdes especificas e que requerem para a analise e interpretacdo dos seus
resultados, o conhecimento de conceitos e fundamentos técnicos (BLANC, 2004;
GILBERT, 2002). Muitas técnicas moleculares foram desenvolvidas para fins
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diagndsticos, enquanto os sistemas de tipagem sdo empregados visando a deteccdo de
variantes ou linhagens de microrganismos dentro da mesma espécie microbiana (BLANC,
2004; SINTCHENKO, GALLEGO, 2009). Essas metodologias de tipagem genética tém
um papel relevante no rastreamento de linhagens patogénicas, na identificacdo de fontes de
infeccdo, no monitoramento da resisténcia a antimicrobianos, na deteccdo da emergéncia e
circulagédo de clones epidémicos (RANJBAR e al., 2014; SINTCHENKO, IREDELL,
GILBERT, 2007). A implementacdo de métodos empregados na analise do polimorfismo
de é&cidos nucléicos abriu novas possibilidades para os campos da classificacao,
identificacdo e diagnostico. Os conceitos e a aplicabilidade dessas importantes ferramentas
moleculares que se baseiam nas caracteristicas genéticas de agentes infecciosos sdo
apresentados a seguir.

SISTEMAS, METODOS OU TECNOLOGIAS DE TIPAGEM

Compreender o perfil e a distribuicdo de microrganismos patogénicos e as suas inter-
relagcGes genéticas sdo cruciais para a determinagdo do perfil bioepidemiologico do agente
infeccioso e para o0 auxilio do desenho racional de acdes de controle de doencas (LI, 2009).
A inter-relacdo genética de populacbes microbianas é investigada por metodologias
laboratoriais conhecidas como sistemas moleculares de tipagem (BELKUM, 2001,
BLANC, 2004; SINTCHENKO, IREDELL, GILBERT, 2007). A tipagem molecular tem
especial importancia no estudo de surtos/epidemias, tanto nas infeccGes de origem
comunitaria como entre as nosocomiais mas também sdo utilizadas no monitoramento de
infec¢bes endémicas (LI, RAOULT, FOURNIER, 2009; MacCANNELL, 2013). O papel
da tipagem molecular consiste em investigar a relacdo de identidade genética entre
microrganismos epidemiologicamente relacionados.

A tipagem baseada na analise do polimorfismo genético foi introduzida com sucesso, na
década de 90, e inicialmente era realizada por métodos muito laboriosos e custosos. A
padronizacdo de metodologias, sensibilidade, especificidade e objetividade sdo importantes
exigéncias técnicas que devem ser levadas em consideracdo para o sucesso de um esquema
de tipagem (BLANC, 2004; LI, RAOULT, FOURNIER, 2009; MacCANNELL, 2013;
RANJBAR et al., 2014; SINTCHENKO, IREDELL, GILBERT, 2007). Essas
metodologias sdo internacionalmente avaliadas com base nos seguintes critérios técnicos:
i) potencial de tipagem ou tipabilidade, que se refere a capacidade da técnica em néo
fornecer resultados inequivocos para cada isolado (tipo). Isolados ndo tipaveis sdo aqueles
que apresentam resultados nulos ou ambiguos e embora tais resultados sejam mais comuns
com métodos fenotipicos, podem também ocorrer com métodos genotipicos; ii)
reprodutibilidade, que se refere a capacidade do método em fornecer o mesmo resultado
apos repetidos testes. Baixa reprodutibilidade pode refletir problemas no processamento
técnico ou na variagdo bioldgica, possivelmente decorrente de passagens sucessivas in vivo
ou in vitro do agente microbiano em teste; iii) estabilidade, que se refere a capacidade do
método em manter constante o reconhecimento de marcadores estaveis, presentes em
isolados idénticos ou estreitamente relacionados; iv) concordancia epidemiolégica, que
consiste do método em agrupar corretamente o0s isolados epidemiologicamente
correlacionados e; v) poder discriminatorio, refere-se a capacidade do método em
discriminar ou diferenciar microrganismos epidemiologicamente relacionados dos nao
relacionados. Custo e acessibilidade também sdo critérios considerados na avalia¢do dos
sistemas de tipagem. As metodologias de tipagem atualmente utilizadas néo atendem a
todos os critérios de avaliacdo e, portanto, a tipagem ideal requer a utilizacdo de mais de
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um sistema (RANJBAR et al, 2014). A escolha do método deverd satisfazer o propdsito da
analise e as condicdes experimentais disponiveis, requerendo o conhecimento de
caracteristicas microbioldgicas e do contexto epidemiologico. Pardmetros como a
ocorréncia de eventos genéticos e a natureza das sequéncias genéticas envolvidas sao
fundamentais para a analise e a interpretacdo dos resultados (HASNAIN, 2009;
MacCANNELL, 2013; RANJBAR et al., 2014).

Meétodos genéticos ou genotipicos de tipagem

As técnicas genotipicas tém recebido atencdo crescente, nos ultimos anos, como
ferramentas para o diagndstico e para a analise de inter-relacdo das subpopulacdes
microbianas. Por meio da genotipagem, o estudo e o controle de infec¢Bes objetivam
investigar se microrganismos isolados em um dado evento epidemioldgico s&o
relacionados (MacCANNELL, 2013; RANJBAR et al., 2014).

O emprego da tipagem em decisGes de controle de infec¢do é baseado em varias hipoteses:
(i) isolados associados ao surto sdo descendentes de uma unica célula precursora (comum)
e, portanto, constituem um clone, (ii) tais isolados terdo o mesmo genotipo, e (iii) isolados
epidemiologicamente ndo relacionados terdo genotipos diferentes. Existem algumas
excecdes a estes pressupostos: isolados epidemiologicamente relacionados podem ter
genotipos semelhantes ou indistinguiveis se houver diversidade genética limitada dentro de
uma espécie/subtipo, ou se o método de genotipagem escolhido ndo € o ideal para
distinguir entre os isolados ndo-clonais. Em outros casos, eventos genéticos como mutacao
e aquisicao de plasmideos podem ocorrer durante o surto, podendo comprometer a analise
e a interpretacao dos resultados.

Os métodos genéticos de tipagem podem ser classificados em categorias principais como:
técnicas que geram padrdo de bandas, técnicas de sequenciamento, técnicas baseadas em
ensaios de hibridizacdo e curvas de melting (LUKINMAA, et al., 2004; MacCANNELL,
2013; RANJBAR et al., 2014; SINTCHENKO, 2009; SWAMINATHAN, et al, 2001;
TAUXE, 2006).

Técnicas que geram padrdes de bandas (fragmentos) de DNA:

Os métodos que geram padrbes de bandas de DNA (polimorfismo) discriminam com base
nas diferencas dos tamanhos fragmentos (bandas). Bandas de DNA (fragmentos) podem
ser provenientes da digestdo do DNA com enzimas de restricdo (ERs), de ensaios de
amplificacdo, ou pela combinacdo de ambos (LI, RAOULT, FOURNIER, 2009;
LUKINMAA et al., 2004; MacCANNELL, 2013; RANJBAR et al., 2014).

Restricdo enzimatica
As ERs reconhecem a sequéncia genética alvo (sitio de reconhecimento) e corta de forma

precisa (sitio de clivagem) a molécula do DNA, tornando a restricdo enzimatica um recurso
eficaz em analises genéticas.
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Polimorfismo genético obtido ap6s acdo de ER (Restriction Fragment Length
Polymorphism, RFLP)

O RFLP é o nome dado a todo perfil genético obtido apds a acdo de uma enzima de
restricdo e foi um dos primeiros recursos utilizados para a detecgdo de polimorfismos na
sequéncia do DNA. Como o prdprio nome sugere, o padrdo RFLP revela o tamanho dos
fragmentos de restricdo apds separacdo em corrida eletroforética. O procedimento geral
inicia-se com a digestdo do DNA com ERs que reconhecem sequéncias genéticas (sitios)
no genoma, produzindo assim, ap0s a acdo enzimatica, centenas de fragmentos os quais,
dificilmente sdo bem separados (resolvidos) na eletroforese convencional em gel de
agarose. Por isso, € muito comum essa metodologia ser combinada a outras técnicas como
Southern blotting, que utiliza sondas marcadas para a identificacdo de alvos genéticos
especificos. Os padrBes de restricdo obtidos podem ser usados para fazer uma analise
comparativa entre os isolados. A técnica de RFLP pode ser usada para investigar o
polimorfismo genético de regibes especificas do DNA ou para a analise do genoma total
(LI, RAOULT, FOURNIER, 2009; LUKINMAA et al., 2004; RANJBAR et al., 2014).

A Ribotipagem é uma técnica de RFLP e utiliza uma sonda complementar a regido do
DNA codificadora do RNAr. Operons RNAr constituem familias de genes altamente
conservados ladeados por sequéncias variaveis. Variagdes no nimero e no tamanho dessas
sequéncias determinam os diferentes padrées de bandeamento ou ribotipos com base na
marcacao a partir destas sondas especificas para os dominios conservados. Uma vantagem
de ribotipagem é que a técnica permite a analise do DNA sem conhecimento prévio da
sequéncia genémica pois 0s operons do RNAr sdo universais. O RFLP requer grandes
quantidades de DNA gendmico de alta qualidade, o que pode limitar a sua aplicagdo em
muitos casos. A técnica consome tempo, é laboriosa, especialmente quando combinada
com a técnica de Southern blotting e envolve sistemas de deteccdo que utilizam ou
radioisotopos ou bioquimica complexa.

Eletroforese em gel de campo pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis, PFGE)

O PFGE é uma técnica de macrorestricdo que utiliza um sistema de eletroforese com
campos elétricos alternados dispostos em diferentes angulos. Para o PFGE séo utilizadas
ERs que reconhecem sequéncias genéticas (sitios) pouco frequentes no genoma, gerando,
dessa forma, fragmentos de DNA na faixa de 10 Kb-10 Mb. O PFGE ¢ considerada como
uma técnica "padrdo ouro™ para a subtipagem de muitos grupos bacterianos (LI, RAOULT,
FOURNIER, 2009; LUKINMAA et al., 2004; RANJBAR et al., 2014). Para a técnica de
PFGE os protocolos experimentais devem seguir procedimento técnico validado de modo a
permitir a comparacdo com padrdes internacionais de bandeamento. O banco referéncia
internacional para dados do PFGE é o PulseNet que acumula informacdes de relevantes
patdgenos bacterianos (SWAMINATHAN et al., 2001).

A analise e a interpretacdo dos resultados do PFGE devem seguir critérios definidos
internacionalmente que consideram a ocorréncia de eventos genéticos. Segundo esses
critérios de interpretacdo, diferentes isolados com o mesmo padrdo de bandeamento sdo
considerados a mesma cepa. Para perfis que diferem de uma a trés bandas, os isolados sdo
considerados estreitamente associados. Isolados que diferem de quatro a seis bandas,
sugerem a ocorréncia de eventos genéticos independentes e sdo considerados como
possivelmente relacionados. Isolados com mais de seis bandas de diferenca refletem a
ocorréncia de trés ou mais eventos genéticos e sdo classificados como
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epidemiologicamente ndo relacionados. A andlise de perfis eletroforéticos mais complexos
requerem a utilizacdo de programas computacionais para a andlise e interpretacdo da
estrutura genética e da inter-relacdo entre os microrganismos (LUKINMAA et al., 2004;
SINTCHENKO, GALLEGO, 2009). Embora amplamente utilizado e reconhecido como
uma técnica de tipagem de referéncia, o PFGE é tecnicamente laborioso, requer
infraestrutura apropriada, quantidade e alta qualidade de DNA. Todas as etapas envolvidas
nos ensaios experimentais e na corrida eletroforética, incluindo ajustes de pulsos,
voltagem, temperatura, composi¢cdo do tampdo, concentracdo e quantidade da agarose,
devem seguir o protocolo de referéncia, uma vez que alteracBes indesejaveis podem
inviabilizar comparacdes com padrdes de bandeamento.

Amplificacdo do DNA

Amplificacdo randémica do DNA polimérfico (Random Amplification of Polymorphic
DNA, RAPD-PCR)

O RAPD-PCR é uma variacdo da reacdo de PCR destinada a amplificacdo aleatoria de
regides gendmicas utilizando iniciadores arbitrarios. A reacdo normalmente utiliza primers
(iniciadores) unicos e pequenos (geralmente com 10 bases) combinados e ocorre em
condicbes de baixa estringéncia. Nessas condicGes de reacdo, o RAPD-PCR permite a
amplificacdo de multiplas regides do DNA gendmico, o que gera fragmentos de diferentes
tamanhos. Ao contrario da técnica de PCR que é destinada a amplificacdo de regides
especificas do DNA, o RAPD-PCR néo exige conhecimento prévio da sequéncia genética
alvo. O nudmero de fragmentos gerados dependerd do numero de sitios de
ligacdo/associacdo do iniciador com a sequéncia alvo (LI, RAOULT, FOURNIER, 2009;
LUKINMAA et al., 2004; RANJBAR et al., 2014; TAUXE, 2006).

A técnica do RAPD-PCR é relativamente de baixo custo, rapida e de facil execugdo. Em
condicGes experimentais padronizadas, o método é reprodutivel e com poder
discriminatorio comparavel a outros sistemas classicos de tipagem. Por ser uma
metodologia que ocorre em condi¢des de baixa estringéncia, a técnica é muito sensivel e
varios fatores podem influenciar os produtos de reacdo como: mudanca na sequéncia dos
iniciadores, ajustes nas temperaturas de reacdo, alteracbes no protocolo experimental
relacionadas ao DNA em teste (quantidade/qualidade), aos reagentes quimicos envolvidos
(DNA polimerase, dNTP, cloreto de magnésio, tampdes, etc) e aos parametros de reacdo
(equipamentos). Assim sendo, a otimizacdo das etapas envolvidas em todo protocolo de
reacdo e na analise devem ser rigorosamente cumpridas.

Amplificacdo do DNA a partir de sequéncias repetitivas (Repetitive sequencing-based
PCR, rep-PCR)

O rep-PCR é uma variacdo da reacdo de PCR que ocorre a partir de elementos ou
sequéncias repetitivas no DNA, naturalmente dispersas e presentes em mdltiplas copias em
genomas bacterianos (LI, RAOULT, FOURNIER, 2009; LUKINMAA et al., 2004;
RANJBAR et al., 2014; TAUXE, 2006). Diferentemente do RAPD-PCR, o rep-PCR,
utiliza iniciadores especificos complementares a essas regides repetitivas e a partir delas
sdo amplificados os fragmentos de DNA. Como é uma reacado especifica, os testes ocorrem
sob condigdes de alta estringéncia (temperatura alta de anelamento). Sequéncias repetitivas
sdo comumente utilizadas na tipagem e na diferenciacdo de populagdes bacterianas como
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as sequéncias REP, ERIC e BOX. As genotipagens realizadas a partir destas sequéncias
sdo denominadas de REP-PCR, ERIC-PCR e BOX-PCR, respectivamente. Para a detec¢do
de fragmentos de DNA, a partir das sequéncias repetitivas, a eletroforese € realizada em
sistema convencional e em gel de agarose. A otimizacdo das condicGes de corrida podem
influenciar a resolucdo dos fragmentos de DNA amplificados com até 1000 pb.

O rep-PCR é de baixo custo, reprodutivel, rapido e pode ser um método muito informativo
para a tipagem de popula¢des bacterianas diversas. Contudo, também requer cuidados da
mesma forma que os demais protocolos baseados em reac¢des de PCR como o potencial de
contaminag&o, presenca de artefatos e a necessidade de multiplos controles.

Andlise de sequéncias repetitivas do DNA (Multiple-locus variable number tandem repeat
analysis, MLVA)

Sequéncias VNTR sdo dispersas no genoma de células bacterianas e variam em niimero de
copias. Essas sequéncias correspondem, portanto, a importantes alvos de deteccdo do
polimorfismo genético de populacdes bacterianas e o numero de repeticdes desses loci
pode variar drasticamente entre linhagens dentro de uma determinada espécie. O MLVA €,
assim, um método baseado no polimorfismo dos loci VNTR. Para cada locus VNTR, o
namero de repeticbes pode ser determinado pela reacdo de PCR, usando iniciadores
complementares direcionados para essas sequéncias. O tamanho dos fragmentos varia de
acordo com o numero e o tamanho dessas unidades repetidas gerando um padrdo de bandas
(fragmentos). O MLVA é um método réapido, de facil execucdo, de baixo custo,
reprodutivel e a genotipagem é de alta resolucdo (LI, RAOULT, FOURNIER, 2009;
LUKINMAA et al., 2004; RANJBAR et al., 2014; TAUXE, 2006).

Eletroforese em gel desnaturante (Denaturing gel electrophoresis, DGE)

Na metodologia de DGE, os produtos do PCR sdo separados por eletroforese em
poliacrilamida sob influéncia de um gradiente crescente de agente desnaturante. Nessas
condicbes de corrida, a molécula de DNA de fita dupla (produto do PCR) avanca, e se
separa (dissocia), formando fita simples de DNA, a medida que encontra uma concentracao
de agente desnaturante capaz de separar seus dominios genéticos. Assim, quando
moléculas de DNA apresentam diferencas pontuais em suas sequéncias, ou seja, diferentes
dominios genéticos, estas apresentardo distintos padrdes de dissociacdo e
consequentemente, de migracdo (polimorfismo). Esse gradiente desnaturante pode ser
obtido pela incorporacdo de agentes quimicos no gel de eletroforese (DGGE) ou pelo calor,
criando um gradiente de temperatura (TGGE). E um método laborioso e requer
equipamento especifico de eletroforese (LI, RAOULT, FOURNIER, 2009; LUKINMAA
et al., 2004; RANJBAR et al., 2014; TAUXE, 2006).

Anaélise do polimorfismo genético de produtos de amplificacdo do DNA seguida de reacao
enzimatica (PCR-RFLP)

A técnica de PCR-RFLP é um método de tipagem que consiste em submeter um produto
de PCR a acdo de ER (enzima de restricdo). Esse ensaio tem por objetivo detectar
variaces nas sequéncias genéticas. Quando as sequéncias em analise apresentarem sitios
de reconhecimento para as enzimas de restricdo (ERs) empregadas, ocorrerd a clivagem da
molécula, gerando fragmentos que serdo separados e visualizados em gel de eletroforese
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convencional apds coloracdo, sem a necessidade de complementar com ensaios de
hibridizacdo. O ensaio podera ser mais informativo com o emprego de enzimas de restricdo
adicionais. O polimorfismo detectado poderéa ser utilizado para anélises comparativas entre
sequéncias de diferentes microrganismos. A técnica de PCR-RFLP é uma metodologia
simples, rapida, e ndo radioativa para detec¢do do polimorfismo do DNA (LI, RAOULT,
MacCANNELL, 2013; LUKINMAA et al., 2004; FOURNIER, 2009; RANJBAR et al.,
2014; TAUXE, 2006).

Anélise do polimorfismo genético de produtos de restricdo enzimatica seguida de ensaios
de amplificacdo (Amplified fragment length polymorphism, AFLP)

A técnica de AFLP combina a precisdo do ensaio de ER com a especificidade do
PCR, tornando o método altamente sensivel para a deteccdo do polimorfismo do DNA.
Para a analise de AFLP, a digestdo do DNA gendmico é feita, geralmente, empregando-se
duas ERs seguida de uma etapa de ligacdo com adaptadores especificos para as enzimas
utilizadas. Apds esse procedimento, segue-se a uma etapa de amplificacdo seletiva com
base nas sequéncias dos adaptadores. Os produtos obtidos pelo AFLP normalmente séo
muito complexos (50-100 fragmentos) e requerem software para a analise dos perfis
eletroforéticos gerados. Maior discriminacdo pode ser obtida, empregando-se ERS
adicionais. O meétodo podera ser otimizado, empregando marcadores fluorescentes para a
deteccdo simultédnea de fragmentos especificos. Os perfis obtidos permitem a comparacédo
entre genomas de microrganismos diversos. O AFLP tem sido descrito como sendo téo
discriminatorio como PFGE, RAPD e RFLP para genoma total, mas requer equipamento
automatizado necessario para a analise dos muitos fragmentos envolvidos (LI, RAOULT,
FOURNIER, 2009; LUKINMAA et al., 2004; RANJBAR et al., 2014; TAUXE, 2006).

Técnica de sequenciamento do DNA:

A genotipagem a partir do sequenciamento consiste na caracterizacdo definitiva do DNA e
informa a sequéncia de nucleotideos que compdem o fragmento em analise. A molécula do
DNA é constituida por uma sequéncia de nucleotideos responsavel pela informacéao
genética original de um dado organismo e pode ser usada diretamente para a diferenciacéo
e analise filogenética. A vantagem mais significativa da técnica de sequenciamento do
DNA sobre os demais métodos é a sua elevada precisdo. Por se tratar de uma
caracterizacdo definitiva, com informacdo Unica, sem ambiguidades, 0 sequenciamento
pode ser utilizado para analises comparativas entre diferentes laboratérios quando essas
sdo depositadas em bancos de dados. O Gene-Bank € o maior banco de dados de
sequéncias de DNA, contendo informacgdes genéticas sobre a grande maioria dos agentes
microbianos. O sequenciamento do DNA tem contribuido significativamente para muitos
aspectos da microbiologia, detectando a ocorréncia de eventos genéticos pontuais
(mutacdo, delecdo, insercdo, substituicdo) ou envolvendo maiores regides do genoma. A
técnica do sequenciamento requer uma infraestrutura laboratorial especifica, capacitacéo
técnica, além de programas especificos para a analise dos resultados. Servicos de
sequenciamentos de DNA sdo oferecidos por plataformas tecnologicas em muitos institutos
de pesquisa (LI, RAOULT, MacCANNELL, 2013; LUKINMAA et al., 2004; FOURNIER,
2009; RANJBAR et al., 2014; TAUXE, 2006).
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Técnicas baseadas em ensaios de hibridizagdo do DNA:

Os métodos baseados em ensaios de hibridizacdo sdo atualmente referidos como
macrodisposi¢cGes (macroarrays) ou microdisposi¢cdes (microarrays). Nesses ensaios, a
discriminacdo é feita observando-se o padréo de hibridizacdo com sondas marcadas que se
ligam especificamente ao seu alvo genético no genoma.

A hibridizacdo do DNA é amplamente utilizada para a detec¢do de sequéncias genéticas
especificas (alvos). Dois elementos principais estdo envolvidos na reacdo de hibridizacéo:
as sondas e 0s alvos genéticos. As sondas sdo fragmentos de DNA de sequéncia conhecida,
enquanto que o0s alvos sdo sequéncias especificas presentes nos acidos nucléicos a serem
investigados, cuja identidade e abundancia serdo reveladas por testes de hibridizacéo,
empregando sondas marcadas complementares as sequéncias alvo. Atualmente, existem
metodologias que empregam ensaios de hibridizacdo que permitem a analise simultanea de
uma grande quantidade de alvos genéticos. As microdisposicGes e as macrodisposicfes sdo
metodologias rapidas, especificas e podem requerer programas e equipamentos
especializados. Os ensaios de hibridizacdo podem ser acoplados a ensaios de restricao
dependendo do objetivo da analise (LI, RAOULT, MacCANNELL, 2013; LUKINMAA et
al., 2004; FOURNIER, 2009; RANJBAR et al., 2014; TAUXE, 2006).

Técnica baseada em curvas de melting:

Anélise de dissociacdo do DNA em alta resolucdo (High-resolution melting analysis,
HRM analysis)

Assim como o DGE, o HRM também tem por objetivo discriminar produtos especificos do
PCR através da temperatura de dissociacao da fita dupla. O HRM usa o0 PCR em tempo
real e faz analise da curva de dissociacdo. Da mesma forma como explorado pelo DGE,
sequéncias distintas apresentam dominios genéticos distintos e requerem temperaturas
diferenciadas para a sua dissocia¢do. O padrdo de dissociacdo de uma sequéncia dependera
de sua caracteristica genética como teor de GC e tamanho do fragmento em analise. O
HRM ndo é um método que gera padrbes de bandas, mas é baseado em reacdes de
amplificacdo e é extremamente sensivel, detectando variacdes genéticas ao longo das
sequéncias em analise. O HRM é um método muito sensivel, mas utiliza um sistema
altamente sofisticado para a reacdo e analise de seus resultados (LI, RAOULT,
MacCANNELL, 2013; LUKINMAA et al., 2004; RANJBAR et al., 2014; TAUXE, 2006;
SINTCHENKO, GALLEGO, 2009).

ESCOLHA DO METODO APROPRIADO DE (GENO)TIPAGEM

O método de tipagem ideal deve ser aplicavel a todos os isolados (validade), ter a
capacidade de diferenciar isolados epidemiologicamente ndo relacionados (poder
discriminatorio), oferecer o mesmo resultado a partir de ensaios realizados intra e
interlaboratorial (reprodutibilidade), apresentar rapidez, eficiéncia e facilidade de execucgéo
e interpretacdo (GWINN, BOWEN, KHOURY, 2006; HASNAIN, 2003; RANJBAR et al.,
2014; TAUXE, 2006). Contudo, nenhum dos varios métodos de (geno)tipagem atualmente
disponiveis atende a todos os critérios e ainda apresentam vantagens e desvantagens. Para
estudos de vigilancia de surtos/epidemias locais, marcadores genéticos que evoluem
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rapidamente devem ser usados como alvos de investigacdo, enquanto para estudos
epidemioldgicos a longo prazo, recomenda-se a analise de alvos genéticos conservados.
Portanto, o conhecimento da sequéncia alvo a ser investigada € de extrema relevancia tanto
para a escolha do método como para a finalidade do ensaio. O poder discriminatério é
considerado um dos critérios mais importantes para a sele¢do de um método genético, uma
vez que a diferenciacdo entre isolados é o principal propdsito da analise (MacCANNELL,
2013; RANJBAR et al., 2014). Populagbes microbianas podem parecer idénticas quando
submetidas a analises fenotipicas ou genotipicas de baixa resolucdo; entretanto, podem ser
diferenciadas quando submetidas a ensaios de genotipagem de alta resolugcdo. Métodos de
tipagem para analise de genoma total como o PFGE, AFLP e RFLP, sdo tradicionalmente
mais discriminatdrios do que os métodos desenvolvidos para a analise de sequéncias
especificas como a ribotipagem e 0 PCR-RFLP. Cabe ressaltar que os resultados obtidos a
partir da analise de genoma total permitem a comparacao entre isolados distintos, enquanto
a analise de regibes especificas, se limita a detectar possiveis variacfes presentes nessas
sequencias em estudo. O poder discriminatério também é influenciado por condicbes
experimentais como a escolha da enzima, dos iniciadores (primers) e ajustes de ciclagem.
O elevado poder discriminatorio, atribuido a alguns métodos, ndo é uma condicdo
universal e pode variar conforme o grupo microbiano em estudo. A reprodutibilidade deve
também ser considerada como um critério importante para 0s ensaios realizados dentro e
entre laboratdrios de modo a subsidiar o monitoramento de agentes infecciosas. Além da
reprodutibilidade, a estabilidade também é um importante critério a ser considerado na
escolna do método a ser usado. Outras consideracfes importantes incluem a
disponibilidade de equipamentos, o custo dos reagentes, a adequacao fisica, a qualificacdo
técnica e o tempo necessario para a execucdo do procedimento até a obtencao de resultados
(GWINN, BOWEN, KHOURY, 2006; MacCANNELL, 2013; RANJBAR et al., 2014;
TAUXE, 2006). O sequenciamento de DNA requer um sequenciador que é um
equipamento de elevado custo, mas altamente discriminatorio; alguns metodos baseados
em andlise do padrdo de bandas como o PFGE requer equipamento especial, mas é
considerado método referéncia para a tipagem de relevantes patdgenos bacterianos. Muitos
métodos utilizam sistema de eletroforese que opera sob refrigeracdo. Metodologias
baseadas em ensaios de amplificacdo sdo bastante acessiveis e utilizam termocicladores.
Para a execucdo da técnica do PCR convencional o custo pode ser mais acessivel. A
amplificacdo em tempo real é uma variante metodologica mais custosa por requerer
equipamento mais robusto acoplado a sistema automatizado. Os programas utilizados para
capturar e analisar as imagens dos padrdes de bandas (polimorfismo) e de curvas de
melting sdo oferecidos no mercado e 0s precos variam conforme 0s recursos técnicos
disponibilizados.

Os sistemas de tipagem constituem importantes ferramentas laboratoriais para estudos de
vigilancia, uma vez que permitem detectar a inter-relacdo genética de microrganismos e de
sequencias especificas, e, consequentemente, possibilita identificar a circulacdo de padrdes
genéticos que caracterizam o perfil epidemiolégico de um dado agente infeccioso.

Conclusao

Na era genbmica, a genotipagem tem se beneficiado cada vez mais da bioinformatica que
é uma ferramenta de andlise de extrema relevancia para a deteccdo de um dado agente
infeccioso e de suas variantes. Esses resultados podem ser comparados entre diferentes
laboratdrios possibilitando estudos retrospectivos e de vigilancia epidemioldgica realizados
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por longos periodos. Métodos de tipagem desenvolvidos para o estudo de regides ou
sequéncias especificas de DNA tém sido atualmente direcionados para a anélise de muitos
loci e a anélise de genoma total tem permitido identificar os aspectos da diversidade. Os
resultados provenientes dessas analises tém grande aplicabilidade no manejo do tratamento
e na elucidacdo do padrdo epidemioldgico das doencas infecciosas.

Os diversos métodos de tipagem apresentam vantagens e desvantagens.
Consequentemente, a escolha de um método de genotipagem adequado ndo é simples e vai
depender do objetivo do estudo, da disponibilidade de equipamentos e de outras variaveis
técnica-operacionais como o poder de tipagem, a reprodutibilidade, a resolucéo, o custo, a
facilidade de execucdo e 0 tempo para se obterem os resultados. A decisdo sobre o uso de
métodos de tipagem alternativos ou complementares deve sempre considerar a analise
conjunta da genotipagem aliada aos dados clinicos e ao contexto epidemioldgico.
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