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Plano	de	aula	
ü Ferramentas	básicas	de	Tipagem	utilizadas

ü Ferramentas	básicas	de	Tipagem	Molecular

- Baseadas em amplificação:

- Técnicas	de	PCR	(convencional,	multiplex,	RT-PCR)

- ERIC	PCR,	RAPD

- Baseadas em restrição:

- PFGE

- RFLP

- Baseadas em sequenciamento:

- MLST

ü Técnicas	Moleculares	e	o	Controle	de	IRAS



IntroduçãoInfecções	Relacionadas	à	
Assistência	em	Saúde	– IRAS	

• Problema	de	Saúde	Pública	
Esforços	para	melhoria	e	controle		

• Agentes	causadores:	vírus,	fungos	e	
parasitas

• Destaque:	Bactérias	

• Compreensão	sobre	a	
distribuição	de	patógenos	

Métodos	
de	tipagem

3



Métodos	de	tipagem
ü Identificação e rastreamento de uma bactéria em investigações epidemiológicas

ü Caracterização mais pormenorizada de um microrganismo

ü Envolve técnicas fenotípicas e/ou moleculares

ü Nível de discriminação depende da pergunta formulada

ü Diferentes metodologiasà diferentes respostas

ü Qual é a pergunta/objetivo?
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• O que é?
- Caracterização mais detalhada do microrganismo

• Qual a finalidade ?

- O achado de cepas idênticas sugerem que estes microrganismos pertençam a um

mesmo clone e tenham se originado de uma fonte comum de contaminação

• Como avaliar?

- Poder discriminatório: capacidade de diferenciar amostras muito semelhantes

e não relacionadas epidemiologicamente

- Tipabilidade: capacidade da técnica de avaliar diferentes microrganismos

Métodos	de	tipagem
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• Vantagens

• Vigilância	de	bactérias	resistentes

• Identificação	de	surtos	e	pseudo	surtos

• Tipagem	de	microrganismos	para	direcionamento	da	terapêutica

• Diferenciação	entre	colonização	e	infecção

• Otimização	das	medidas	de	precaução	e	isolamento

• Detecção	de	fontes	diversas	de	patógenos	e	disseminação	de	clones	epidêmicos

• Distinguir	perfis	de	virulência	

• Diferenciar	recidivas	de	processos	de	reinfecção
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Métodos	de	tipagem

• Métodos fenotípicos:

- Baseados em características morfológicas (espécie/gênero dependente)

Biotipagem
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Métodos	de	tipagem

• Métodos fenotípicos:

- Baseados em características morfológicas (espécie/gênero dependente)

Antibiotipagem: comparação de perfis de susceptibilidade
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Tipagem	Molecular

• Métodos	de	tipagem molecular

Detecção	de	microrganismos	epidemiologicamente	relacionados,	por	meio	
da	análise	de	suas	características	genéticas,	que	envolvem	a	relação	entre	
as	espécies,	fatores	de	virulência,	resistência	aos	antimicrobianos,	perfil	
clonal,	mutações	entre	outros.

Baseados em características estruturais (genéticas)

(PETERSON	et	al,	2002) 9



Técnicas	moleculares:	
baseadas	em	amplificação



Tipagem	Molecular

• Técnicas	baseadas	na	Reação	em	Cadeia	da	Polimerase	– PCR
• PCR	Convencional	(qualitativa)

• É um procedimento rápido que possibilita a manipulação in vitro de
fragmentos de DNA específicos, partindo de uma quantidade mínima de
DNA.

• Desenvolvida em 1983 - Kary Mullis
• Detecção de doenças hereditárias, a identificação características genéticas,

diagnóstico de doenças infecciosas entre outros

(RAHMAN	et	al,	2013)	 11



Tipagem	Molecular
• PCR	Convencional	(qualitativa)

• É uma reação em cadeia, onde uma molécula é utilizada para produzir várias
cópias do fragmento de interesse

• Duplicação: acompanhada de proteínas específicas, ou seja, enzimas
conhecidas como polimerases que são capazes de construir blocos de DNA
individuais formando cadeias moleculares longas

• Blocos de DNA: quatro bases de nucleotídeos: adenina (A); timina (T); citosina
(C) e guanina (G)

• Fragmento de DNA: primer ou iniciador (se ligam aos blocos, estendendo ao
longo de toda a molécula), servirá como molde

• As enzimas produzirão cópias exatas dos moldes indicados
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Tipagem	Molecular
• PCR	Convencional	(qualitativa)

• Reação é realizada em pequenos tubos que são colocados em um aparelho conhecido

como termociclador

• 3 etapas: desnaturação, anelamento e extensão

• Para visualização: o produto do DNA é corado com um corante químico, e passa pelo

método de eletroforese com gel de agarose (permite a separação dos produtos de DNA

de acordo com o tamanho e a carga) visível através da radiação ultravioleta.

(GARIBYAN	et	al	,	2013;	POWLEDGE,	2004)
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PCR	Convencional	(qualitativa)

Eletroforese em gel de agarose Visualização do produto amplificado sob luz UV

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 2% (corado
com SYBR® Safe) evidenciando amostras de S. aureus,
mecA positivas nos poços 1 a 8, sendo 7 e 8
contactantes, poço 9 controle positivo (ATCC 33591) e
o poço 10 controle negativo (ATCC 25923).
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• PCR	Convencional	(qualitativa)

ü Testes	fenotípicos para	detecção da	resistência aos carbapenêmicos
ü Testes	moleculares PCR	àMecanismos de	Resistência 15



PCR	- Multiplex

• Mais	eficiente	e	prática	
• Utiliza	de	vários	conjuntos	de	primers em	um	só	tubo	de	reação	

à detecção	simultânea	de	vários	genes	

• Os primers devem apresentar temperaturas de anelamento
similares e tamanhos distintos, facilitando a interpretação dos
mesmos.

(SINGH	et	al,	2006;	RAHMAN	et	al,	2013)
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PCR	- Multiplex

ü PCR	Multiplex	direto de	garrafas
de	hemoculturas:

ü Diferenciação entre	S.	aureus e	
Staphylococcus	coagulase	negativa

ü mecA
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PCR	Quantitativo	ou	PCR	em	tempo	real	(RT-PCR)

• Indica	a	quantidade	de	um	DNA	específico	ou	a	presença	de	um	
determinado	gene	na	amostra

• Permite	simultaneamente		a	detecção	(em	tempo	real)	e	a	quantificação	
do	produto	da	PCR,	ao	mesmo	tempo	que	estão	sendo	sintetizados	

• Padrão	ouro:	expressão	gênica	
• Vantagens:	mede	em	tempo	real	a	progressão	do	processo	de	

amplificação	do	DNA,	não	precisa	de	gel	de	agarose
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PCR	Quantitativo	ou	PCR	em	
tempo	real	(RT-PCR)

Ø A	quantificação	do	DNA	alvo	em	cada	ciclo	de	um	experimento	baseia-se	na	mensuração	
da	emissão	de	um	corante	fluorescente

Ø Os	corantes	se	ligam	a	cadeia	dupla	de	DNA	e	após	um	processo	de	excitação	emitem	luz	
19



PCR	Quantitativo	ou	PCR	em	tempo	real	(RT-PCR)
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ERIC-PCR	

• A técnica ERIC-PCR está ligada amplificação de um consenso
intergênico repetitivo de enterobactérias

• Elementos repetitivosà regiões intergênicas no genoma de
diversas bactérias, e são considerados como regiões altamente
conservadas

• Essa ferramentas permitem elucidar relações internas e entre
espécies bacterianas

(Restriction Fragment Length Polymorphism)

(MANCUSO	et	al,	2007).	 21



RAPD

• É uma técnica baseada na identificação da variação genética através da
amplificação do DNA genômico: primers de sequência arbitrária com 10
nucleotídeos

• Os produtos amplificados são separados em um gel de agarose e corados com
brometo de etídio

• A análise da variação genética permite a avaliação da diversidade genética
devido à sua capacidade de gerar marcadores aleatórios de todo o genoma

• Não exige conhecimento específico da sequência de DNA do organismo alvo,
ou seja, não requer pré-sequenciamento do DNA

• Simples e de baixo custo

(Random Amplified Polymorphic DNA)

(KUMAR	&	GURUSUBRAMANIAN,	2011;	BARDAKCI,	2001) 22



Técnicas	moleculares:	
baseadas	em	restrição



RFLP-PCR	

• RFLP: técnica baseada em polimorfismos no comprimento do fragmento de
restrição; utilizada para estudos do genoma

• A detecção de RFLPs envolve a fragmentação de uma amostra de DNA através
do uso de uma enzima de restrição
- Enzimaà reconhece e corta a molécula de DNA em uma pequena sequência

específica (digestão de restrição)

- Os fragmentos resultantes são separados de acordo com os seus comprimentos
pelo método de eletroforese em gel de agarose
- Membrana de nylon à com sondas de DNA marcadas dirigidas contra o
fragmento de estudo

(Restriction Fragment Length Polymorphism)

(LIN	et	al,	2014;	KUMAR	&	GURUSUBRAMANIAN,	2011)

Aparecerão	bandas	correspondentes	a	fragmentos	de	restrição	do	DNA	original	
que	têm	sequências	total	ou	parcialmente	complementares	à	sonda	
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PFGE

• Estudo dos padrões de restrição do DNA bacteriano, o que envolve a lise
do microrganismo e digestão do DNA cromossômico através de
endonucleases

• Diferentes enzimas utilizadas para diferentes organismos, de acordo
com o número de sítios de restrição no genoma

(Pulsed-Field	Gel	Electrophoresis)

(SINGH	et	al,	2006;	LIN	et	al,	2014;	MCDOUGAL	et	al,	2003;	MAGALHÃES	et	al,	2005)	
25



PFGE

• Os fragmentos gerados pelas enzimas de restrição são transferidos para
um gel de agarose e submetidos à eletroforese em um campo pulsado
(alteração do campo elétrico)

• Capaz de separar grandes moléculas de DNA (maiores do que 40 - 50 kb)

• O padrão de bandas é analisado através de softwares, tais como
BioNumerics (Applied Maths) e GelCompar (Sint-Martens-Latem, Bélgica)

(Pulsed-Field	Gel	Electrophoresis)

ü PFGE	é	considerado	uma	excelente	técnica	de	
discriminação	de	linhagens
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PFGE	- Pulsed-Field	Gel	Electrophoresis
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PFGE

• Aplicações

(Pulsed-Field	Gel	Electrophoresis)

• Investigações de surtos

* Diferenças dos perfis de restrição

• Surto em andamento (Variações do perfil)

• Fonte comum (Mesmo perfil)
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Técnicas	moleculares:	
baseadas	em	sequenciamento



MLST

• MLST é ummétodo altamente discriminatório

• Sequenciamento para caracterização de isolados bacterianos, com
base na função das sequências de fragmentos internos de sete
genes constitutivos (houseekeping genes)

• 7 genes constitutivos = variabilidade “reduzida”

• Varia entre os gêneros ou entre as espécies

(Multilocus sequence typing)

Gene arcc aroe glpf gmk pta tpi yqil

Staphylococcus aureus	 30



MLST

• Para cada fragmento de gene, diferentes sequências são designadas de acordo
alelos distintos

• Os isolados são definidos pelos alelos em cada um dos sete loci houseekeping
genes, o perfil alélico ou tipo sequência de tipo ST – sequence typing

Gene arcc aroe glpf gmk pta tpi yqil
Staphylococcus aureus	

Amplificação/Sequenciamento

Consulta	banco	de	dados	para	definir	o	alelo

Vantagem	da	técnica	MLST	é	a	possibilidade	de	comparar	os	
dados	dessas	sequências	entre	laboratórios	

http://www.mlst.net

Sequence Type (ST) 1
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MLST	- Multilocus sequence typing
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Técnicas	Moleculares	e	o	
Controle	de	IRAS



• Situações de surtos

• Situações endêmicas

• Pseudo surtos

• Disseminação de Clones

Técnicas	Moleculares	e	o	Controle	de	IRAS
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• Em 2011 no Brasil em uma unidade de endoscopia e broncoscopia:

- Pseudo surto por Micobátéria de crescimento rápido:
Mycobacterium abcessus susp. bolletti

• Em 1 semana: 3 pacientes apresentaram culturas de lavado
broncoalveolar - LBA + para oMycobacterium abcessus subsp. bolletti

• Pacientes eram assintomáticosà contaminação dos broncoscópios?

Técnicas	Moleculares	e	o	Controle	de	IRAS
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• Coletadas amostras: broncoscópios, endoscópios, máquinas utilizadas
para desinfecção e água de abastecimento

• Técnicas de PCR e PFGE para identificação do perfil clonal dos isolados

• Identificado Mycobacterium: amostras dos broncoscópios, endoscópios,
máquinas de desinfecção e também na água de abastecimento

- PCR: 3 tipos deMicobacterium
- PFGE: 2 pacientes apresentavam Mycobacterium abcessus susp. bolletti

idênticos aos encontrados na água
- Clone já descrito em outros surtos no Brasil.

Pseudo	surto	– micobactéria	de	crescimento	rápido

(GUIMARÃES	et	al.,	2016)	
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ü Identificação de alterações em perfis clonais
ü Disseminação geográfica de microrganismos
ü Processo evolutivo e disseminação das bactérias resistentes

Tipagem	Molecular	X	Controle	de	IRAS	

Implementação		das	medidas	adequadas	de	controle

Evolução	e	amplo	emprego	
das	técnicas	de	Biologia	

Molecular

Epidemiologia	e	Controle	das	IRAS
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