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RESUMO

O aparecimento de cepas bacterianas multirresistentes foi, é e provavelmente continuara a ser um dos
grandes problemas de saude publica, sendo causada pela mutacdo espontanea e recombinacdao de
genes, que criam variabilidade genética sobre a qual atua a selecdo natural dando vantagens aos mais
aptos. A resisténcia bacteriana pode ser transferida por mecanismos diversos, podendo estabelecer-se
entre microrganismos de uma mesma populacdo ou de diferentes populacGes. Os mecanismos de
mobilizacdo de genes entre cepas bacterianas de mesma espécie, bem como entre espécies diferentes,
propicia elevado potencial & distribuicdo de genes de resisténcia, diminuindo a sensibilidade das
mesmas aos antimicrobianos e potencializando sua capacidade de disseminagdo. Diante disso, 0
presente trabalho objetiva apresentar a técnica de sequenciamento de DNA como metodologia voltada
a andlise da variabilidade génica entre cepas multirresistentes. Para tal, realizou-se uma revisdo
bibliogréafica integrativa na qual as bases de dados do MEDLINE/PUBMED, LILACS, Scientific
Eletronic Library Online (SCIELO), DOT LIB e Revistas Eletrénicas de Salde foram consultadas
para 0 levantamento de artigos cientificos publicados em periddicos indexados e livros,
compreendidos no periodo de 2005 a 2017. Na estratégia de busca, foram utilizados os descritores:
Resisténcia bacteriana; Antimicrobianos; Cepas multirresistentes; Sequenciamento genémico. Entre
31 fontes encontradas, 20 foram selecionadas a constituir tal revisdo integrativa. O sequenciamento do
genoma bacteriano constitui uma técnica primordial a identificacdo e diferenciacdo entre cepas de
modo fidedigno, a partir da analise das sequéncias de nucleotideos (DNA). Através de técnicas de
sequenciamento é possivel caracterizar cepas com diferentes genes de resisténcia, bem como
identificar diferencas genémicas entre cepas de mesma espécie por analise de elementos genéticos
moveis divergentes. Entre as técnicas de sequenciamento gendmico, destaca-se atualmente o Next
Generation Sequencing (Sequenciamento de Nova Geracdo), que engloba principalmente a Plataforma
454 e Solexa.

PALAVRAS-CHAVE: Resisténcia Bacteriana; Sequenciamento Gendmico; Plataformas
de Sequenciamento.

INTRODUCAO

A multirresisténcia bacteriana consiste em um grave problema no contexto hospitalar,
caracterizando-se como principal entrave no controle de infec¢cbes nosocomiais, as quais sao
comuns e problematicas devido a sua frequéncia, morbidade e mortalidade (GARCIA et al.,
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2012). Infecgdo nosocomial (infecgdo hospitalar) corresponde a toda infeccdo relacionada a
hospitalizacdo, assim considerada quando o periodo de incubagdo do patégeno causador da
infeccdo for desconhecido e ndo houver evidéncia clinica e/ou dado laboratorial de infeccéo
no momento da internacdo; ou o surgimento de qualquer manifestacdo clinica de infeccédo a
partir de 72 horas ap6s a admissdo, estando o paciente com diagndstico de infecgdo
comunitéria e for isolado um microrganismo diferente, seguido do agravamento das condicdes
clinicas do mesmo (NOGUEIRA et al., 2009).

A propagacdo das infeccbes nosocomiais € favorecida por aspectos intrinsecos ao
proprio ambiente hospitalar, que reune pessoas com diferentes vulnerabilidades a infeccdes,
apresenta inimeros procedimentos invasivos, além de propiciar a selecdo de agentes
infecciosos resistentes devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos (ALOUSH et al.,
2006). Essa manipulacdo inadequada de antibidticos aumenta a pressdo seletiva sobre
bactérias, condicionando a aquisi¢do de mecanismos de resisténcia (GARCIA et al., 2012).
Na atualidade, a resisténcia bacteriana adquirida é descrita em praticamente todas as espécies
de bactérias, configurando um agravante ao potencial de disseminacdo das mesmas
(OLIVEIRA; SILVA, 2008).

A resisténcia aos antimicrobianos ¢ um fendmeno genético, relacionado a existéncia de
genes contidos no microrganismo que codificam diferentes mecanismos bioquimicos que
impedem a acdo das drogas (ALANIS, 2005). Estes genes podem codificar enzimas
inativadoras dos antimicrobianos, capazes de promover a transferéncia de agrupamentos
quimicos ou possuem atividade hidrolitica, como as conhecidas B-lactamases que clivam
anéis B-lactamicos de penicilinas e cefalosporinas, desencadeando a perda da funcdo
antimicrobiana (CAUMO et al., 2010). Além disso, os genes podem conferir caracteristicas
celulares que interferem na atividade dos antimicrobianos, como a composicao bioquimica da
parede celular bacteriana, as quais conferem impermeabilidade a determinadas substancias;
diminuicdo de receptores de membrana para antibi6ticos e presenca de proteinas especificas
para a exportacdo de substancias nocivas ao metabolismo celular (bombas de efluxo)
(OLIVEIRA; SILVA, 2008).

A resisténcia pode ser originada em mutag¢fes que ocorrem no microrganismo durante
seu processo reprodutivo e resultam de erros de cdpia na sequéncia de bases que formam o
DNA cromossdmico, responsaveis pelo codigo genético (MOTA et al., 2005). A outra origem
da resisténcia é a importacdo dos genes causadores do fenémeno, consistindo na resisténcia

transferivel. Esta resisténcia faz-se atraves dos mecanismos de transducgéo, transformacéo e
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conjugacdo e, frequentemente, envolve genes situados em plasmideos (elementos genéticos
extracromossomais tipicamente circulares e pequenos com replicagdo autbnoma presentes no
interior da célula bacteriana; podem conter genes de resisténcia a antibioticos e existir
livremente no organismo ou, ainda, integrar o DNA cromossdémico bacteriano) e transposons
(que sdo segmentos moveis especializados de DNA e que podem estar inseridos
aleatoriamente em plasmideos e/ou cromossomos bacterianos e ser transferidos entre bactérias
de mesma espécie ou entre bactérias de diferentes cepas ou espécies) (CAUMO et al., 2010;
TOLEMAN, 2006).

Os mecanismos de mobilizacdo de genes entre cepas bacterianas de mesma espécie,
bem como entre espécies diferentes, propicia elevado potencial a distribuicdo de genes de
resisténcia, diminuindo a sensibilidade das mesmas aos antimicrobianos e potencializando sua
capacidade de disseminacdo. Nesse contexto, a analise e identificacdo de cepas bacterianas
multirresistentes é primordial a avaliacdo do mecanismo de adaptabilidade e evolucdo das
mesmas. Logo, a técnica de sequenciamento de DNA constitui ferramenta chave na analise
genbmica bacteriana, permitindo identificar plasmideos, transposons e outros elementos
genéticos mdveis que foram incorporados ao genoma, e principalmente possibilitar a
diferenciacéo fidedigna de cepas multirresistentes.

Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo abordar a técnica de sequenciamento
de DNA como método de identificacdo de cepas bacterianas multirresistentes, apresentando

as principais metodologias de sequenciamento genémico.

METODOLOGIA

A pesquisa corresponde a uma revisdo bibliografica integrativa, na qual as bases de
dados do MEDLINE/PUBMED, LILACS, Scientific Eletronic Library Online (SCIELO),
DOT LIB e Revistas Eletronicas de Saude foram consultadas para o levantamento de artigos
cientificos publicados em periddicos indexados e livros, compreendidos no periodo de 2005 a
2017. Na estratégia de busca, foram utilizados os descritores: Resisténcia bacteriana;
Antimicrobianos; Cepas multirresistentes; Sequenciamento genémico. Entre 31 fontes
encontradas, 20 foram selecionadas a constituir tal revisao integrativa, utilizando-se como
critérios de inclusdo livros e artigos em portugués e inglés intrinsecos ao tema, com énfase na
problematica proposta. Ap6s uma ampla selecéo, os artigos e livros foram sistematicamente
lidos e analisados com objetivo de confrontar as variaveis de interesse do estudo com 0s

achados da literatura.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O sequenciamento do genoma bacteriano constitui uma técnica primordial a
identificacdo e diferenciacédo entre cepas de modo fidedigno, a partir da analise das sequéncias
de nucleotideos (DNA). Atraves de técnicas de sequenciamento é possivel caracterizar cepas
com diferentes genes de resisténcia, bem como identificar diferengas gendmicas entre cepas
de mesma espécie por analise de elementos genéticos moveis divergentes. Entre as técnicas de
sequenciamento gendmico, destaca-se atualmente o0 Next Generation Sequencing
(Sequenciamento de Nova Geragéo), que engloba principalmente a Plataforma 454 e Solexa.

A Plataforma 454 (Pirosequenciamento) corresponde a tecnologia voltada ao
sequenciamento de DNA com base no principio do "sequenciamento por sintese”, com
elevada eficiéncia e rapidez, disponibilizada no mercado pela empresa Roche (sequenciador
454 GS20) (MARDIS, 2008).

Este método pode ser dividido em trés etapas: preparo da amostra, PCR em emulsao e
sequenciamento. Na primeira etapa, 0 DNA ¢é fragmentado aleatoriamente por nebulizacéo,
sendo selecionados os fragmentos com tamanho adequado. Em seguida, liga-se dois
adaptadores (A e B) as extremidades dos fragmentos selecionados. Os fragmentos obtidos sdo
ligados a microesferas magnéticas por meio do pareamento do adaptador B com sequéncias
curtas complementares presentes na superficie da microesfera, onde ocorrera a amplificagcdo
deste fragmento. O adaptador A, por sua vez, servira de molde para anelamento do primer
responsavel pelo inicio da amplificacdo (MARGULIES et al., 2005; MOREIRA, 2015).

As microesferas ligadas aos fragmentos Unicos de fita simples sdo entdo emulsionadas
em uma mistura de agua e 6leo com reagentes de PCR para amplificacdo clonal do fragmento
fita simples em cerca de 1 milhdo de copias. Desta forma, estas microesferas agem como
reatores de amplificacdo individual produzindo milhares de cdpias de um Unico molde. Na
PCR em emulsdo, o 6leo em solucdo aquosa forma micelas, nas quais as microesferas sdo
capturadas (CARVALHO; SILVA, 2010). Cada micela funcionara como um microrreator,
produzindo muitas cépias idénticas de um mesmo fragmento isoladamente em um
microssuporte. Na Ultima etapa, estas microesferas sdo adicionadas a uma placa de modo que
cada orificio da placa receba uma Unica microesfera. Posteriormente sdo adicionados o0s
reagentes necessarios para sequenciamento do DNA (MARDIS, 2008).

As reacdes de sequenciamento ocorrem em cada poco, para um unico tipo de fragmento

ligado a microesfera, ndo havendo, portanto, competi¢éo por reagentes com outros fragmentos
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da biblioteca (MOREIRA, 2015). Pirofosfato inorgénico (PPi) € liberado a cada incorporagéo
de um nucleotideo complementar a fita molde. Este PPi livre é convertido, pela enzima ATP
sulfurilase, em ATP, que por sua vez fornece energia para oxidar a luciferina a oxiluciferina.
Como consequéncia desta reacdo, temos a emissdo de luz. Desta forma, cada incorporacéo de
nucleotideo a cadeia de DNA nascente emitira luz, imediatamente convertida em pirogramas.
A interpretacdo destes “pirogramas” permite identificar a sequéncias de nucleotideos do DNA
molde (MOROZOVA; MARRA, 2008). Todas as etapas estao representadas na Figura 1.

O sequenciamento é realizado em ciclos, e a cada ciclo um tipo determinado de
nucleotideo é adicionado a reacdo. Se o nucleotideo adicionado for incorporado a sequéncia
em sintese, um sinal de luz é emitido, sendo a intensidade desse sinal um reflexo do nimero
de nucleotideos desse tipo especifico que foram sucessivamente incorporados na molécula.
Como o nucleotideo que é adicionado a cada ciclo é conhecido, o sinal de luz emitido pode
ser diretamente utilizado como informagdo de sequéncia. As leituras produzidas possuem

geralmente cerca de 250 pb (CARVALHO; SILVA, 2010).

Figura 1. Esquema do processo de sequenciamento usando uma plataforma 454. Em (A) o DNA é fragmentado
aleatoriamente e ligado a adaptadores A (verde) e B (vermelho) em suas extremidades. Em (B) os fragmentos da
biblioteca sdo ligados as microesferas magnéticas por meio do pareamento do adaptador B. As microesferas sdo
entdo capturadas individualmente em goticulas oleosas, onde a PCR em emulsao devera ocorrer. Entdo (C) as
microesferas ligadas as sequéncias alvo de fita simples sdo capturadas individualmente em pocos no suporte de
sequenciamento. Em seguida, sdo fornecidos os reagentes para a reacdo de pirossequenciamento. Cada
nucleotideo incorporado, em cada um dos pogos da placa de sequenciamento, liberard um pirofosfato que serd
convertido em luz e, consequentemente, registrado na forma de pirograma.
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O desenvolvimento da plataforma Illumina® (Solexa) ocorreu devido ao trabalho
conjunto de quatro companhias: Solexa, Lynx Therapeutics, Manteia Predictive Medicine e
Illumina, baseando-se na metodologia proposta por Turcatti (2008) e colaboradores. Esta
parceria resultou no desenvolvimento do sequenciador Illumina Genome Analyser. O
principio desta metodologia é similar ao método proposto por Sanger, pois temos em ambas a
sintese de uma fita complementar ao DNA alvo utilizando DNA polimerase e nucleotideos
terminadores marcados com diferentes fluordforos. A fluorescéncia emitida apds a
incorporacdo de cada nucleotideo é registrada como imagem e no final, através de uma
decodificacdo destas imagens, tem se a sequéncia de interesse (MOREIRA, 2015).

A inovacdo dessa plataforma consiste na clonagem in vitro dos fragmentos em uma
plataforma sélida de vidro, processo também conhecido como PCR de fase soélida
(FEDURCO et al., 2006; TURCATTI et al., 2008). A superficie de clonagem (flowcells) é
dividida em oito linhas que podem ser utilizadas para o sequenciamento de até oito
bibliotecas. Em cada linha, adaptadores sdo fixados a superficie pela extremidade 5°,
deixando a extremidade 3’ livre para servir na iniciagdo da rea¢do de sequenciamento dos
fragmentos imobilizados no suporte por hibridizacdo (MOREIRA, 2015).

Os fragmentos de DNA da amostra sdo também ligados aos adaptadores em ambas as
extremidades, 0 que permite sua fixacdo ao suporte de sequenciamento por hibridizacdo a um
dos adaptadores fixados. No primeiro ciclo de amplificacdo, nucleotideos ndo marcados sao
fornecidos para que haja a sintese da segunda fita do fragmento imobilizado no suporte. A alta
densidade de adaptadores no suporte facilita a hibridizacdo do adaptador livre dos fragmentos
imobilizados a sua sequéncia complementar fixa perto do clone inicial durante o ciclo de
anelamento (MARDIS, 2008). Apds o ciclo de
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anelamento, o fragmento forma uma estrutura em “ponte” na superficie de sequenciamento e
a extensdo ocorre, formando a fita complementar também em “ponte”. No ciclo de
desnaturacao, as fitas sdo separadas e linearizadas. Esses ciclos sdo repetidos 35 vezes e assim
as cerca de mil copias geradas de cada fragmento nessa PCR de fase sélida permanecem
préximas umas das outras, formando um cluster de sequenciamento (CARVALHO; SILVA,

2010). A Figura 2 ilustra o processo de sequenciamento via Plataforma Illumina.

Figura 2. Principio da técnica lllumina. Em (A) tem-se a fragmentacdo do DNA a ser sequenciado, com
posterior ligagdo de adaptadores em ambas as extremidades. Em (B), estes fragmentos sdo colocados em uma
placa de vidro (flowcell) densamente povoada por adaptadores complementares aos adaptadores contidos nas
extremidades dos fragmentos, de maneira que os fragmentos possam entéo se ligarem a placa. Em (C), ocorre a
incorporacdo de nucleotideos ndo marcados com fluorescéncia até que toda a extensdo do fragmento seja
amplificada. Em (D) tem-se a formac&o da estrutura em ponte. Em (E) ocorre a desnaturagdo do duplex. Em (F)
os adaptadores livres se ligam a adaptadores complementares na placa, iniciando um novo ciclo. Em (G), temos
o cluster sendo formado, o qual provavelmente contera mais de um milhdo de cdpias do mesmo fragmento. Em
(H) adiciona-se os quatro tipos de didesoxinucleotideos terminadores reversiveis contendo fluoréforos, junto
com a enzima DNA polimerase, que fara a incorporacdo do didesoxinucleotideo apropriado. Em “I” ocorre o
registro da imagem correspondendo a incorporagdo do primeiro didesoxinucleotideo. “J” e “K” representam
sucessivos ciclos de incorporacdo de didesoxinucleotideos marcados, incidéncia de raios laser, emissdo de luz e
registro da imagem. Por fim, em “L”, as imagens registradas em cada ciclo sdo decodificacdo para determinar a
sequencia de bases de cada cluster na placa.

y( / ﬁavtndores \ / - \
(DNA ARE ADOR!\ "= — Nucleotid Terminal ligado  Terminal Ii

e - - Fragmento de DNA S fsiiedia

— = = Densa camada def

= - = cininida I
UG TR ERETTTR . W TR - .
— B Natonss Terminals livres

>
/\

TR TR
l! L “ll

Q

\G

[ S—

l I llﬂﬂ

Terminais ligados

gy
—_——
——
————
—

A
N

NG
S

®
o

>

M 1
llllll L
P

FONTE: MOREIRA (2015)

£ X XD
<]

/
Y
\_ /

L

-

(83) 3322.3222
contato@conbracis.com.br

www.conbracis.com.br



Il CONBIRACIS

Il Congresso Brasileiro de Ciéncias da Saude

Etapas de desnaturacdo sdo necessarias para a separa¢cdo dos duplex formados e, nos
préximos ciclos de amplificacdo, nucleotideos terminadores marcados séo fornecidos para as
reacOes de sequenciamento que ocorrem dentro de cada cluster. A alta densidade dos clusters
de sequenciamento possibilita que o sinal de fluorescéncia gerado com a incorporacao de cada
um dos nucleotideos terminadores tenha uma intensidade suficiente para garantir sua detec¢éo
exata. Até 50 milhdes de clusters podem ser produzidos por linha, correspondendo a uma
representacdo satisfatoria da amostra (MOREIRA, 2015; TURCATTI et al., 2008).

Apos a incorporagdo de cada nucleotideo no fragmento em sintese, a leitura do sinal de
fluorescéncia é realizada. Em seguida, ocorre uma etapa de lavagem para remocdo dos
reagentes excedentes e remoc¢do do terminal 3’ bloqueado e do fluoréforo do nucleotideo
incorporado no ciclo anterior para que a reacdo de sequenciamento prossiga. A leitura das
bases ¢é feita pela analise sequencial das imagens capturadas em cada ciclo de
sequenciamento. Em geral, leituras de 25-35 bases sdo obtidas de cada cluster (FEDURCO et
al., 2006).

A flowcell pode ser dividida em regides (chamadas de canais ou linhas). No entanto,
dependendo do objetivo do pesquisador, é possivel sequenciar varias amostras por regido
(multiplex). Para isto, € necessario adicionar um pequeno adaptador que difere para cada uma
das amostras a serem sequenciadas. O numero de amostras a serem sequenciadas, em uma
Unica corrida, esta diretamente relacionado com a cobertura desejada (MOREIRA, 2015).

Além das plataformas envolvidas no sequenciamento de nova geracdo, O
sequenciamento do Loco CRISPR constitui uma ferramenta chave na genotipagem de cepas.
CRISPR (do inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), ou seja,
Repeticdes Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas, consiste em
pequenas porcdes do DNA bacteriano compostas por repeticdes de nucleotideos. Cada uma
dessas repeticGes encontra-se adjacente a um “protoespacador” (“espacador de DNA”), que
corresponde a uma regido codificante inserida no DNA bacteriano ap6s o contato com
genomas invasores provenientes de bacteriéfagos ou plasmideos (PEREIRA, 2016).

O loco (regido) CRISPR foi identificado em 1987, pelo pesquisador Yoshizumi Ishino e
colaboradores da Universidade de Osaka (Japdo), no genoma da bacteria Escherichia coli,
correspondendo a um loco peculiar constituido por uma configuracdo incomum: sequéncias
repetidas e sequéncias espacadoras intercaladas e de fungdo desconhecida. Tais sequéncias

foram investigadas independentemente em 1993, e em 2000 elas foram identificadas nos
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genomas de diferentes bactérias e Archaea (BARRANGOU et al., 2007; PEREIRA, 2016).

As sequéncias espacadoras foram identificadas em 2005 por trés grupos independentes
de pesquisadores, 0s quais mostraram gue as mesmas tém origem extracromossémica, isto €,
sdo derivadas de plasmideos ou de virus. Adicionalmente, foi também descrito que virus sao
incapazes de infectar com sucesso bactérias que possuem espacadores cujas sequéncias sao
correspondentes a trechos de seus genomas (BOLOTIN et al., 2005). Adjacente ao loco
CRISPR foi discernido um conjunto de genes nomeados genes Cas, exemplificados por
nucleases, polimerases e helicases, fundamentais no funcionamento do loco como um todo,
constituindo o sistema CRISPR-Cas (PEREIRA, 2016).

A medida que a bactéria é infectada pela primeira vez pelo virus, algumas enzimas
codificadas pelos genes Cas clivam o DNA do patdgeno em pequenos segmentos (24-48
pares de bases) e os integram no loco CRISPR como novos espacadores (ou seja, entre as
sequéncias repetidas). A partir deste momento, a bactéria estd imunizada contra futuras
invasOes deste mesmo agente (MAKAROVA et al., 2011). A Figura 16 ilustra a incorporacgéo

do material genético exdgeno ao loco CRISPR.

Figura 16. Incorporagdo do material genético do agente invasor ao loco CRISPR.
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FONTE: PEREIRA (2016).

Este sistema e seus elementos sdo varidveis entre as diferentes espécies em termos de
ocorréncia, composicao génica, sequéncias, numero e tamanho. Em especial, a composicao
dos espacadores pode variar até mesmo entre individuos da mesma espécie, visto que elas
derivam de contatos anteriores com diferentes patogenos (BOLOTIN et al., 2005). Pesquisas
tem revelado a importancia do funcionamento do sistema CRISPR-Cas para inimeras
aplicacdes: resisténcia bacteriana a fagos; controle da disseminacdo de genes, via

transferéncia horizontal; genotipagem de cepas (baseada na hipervariabilidade dos
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espacgadores) e estudo da dinamica populacional microbiana (PEREIRA, 2016).

Denotando a variabilidade genética intrinseca ao loco CRISPR, o sequenciamento do
mesmo representa relevante aplicabilidade a fim de identificar gendtipos, principalmente,
cepas bacterianas patogénicas com resisténcia a antimicrobianos, posto que, tal caracteristica
comumente decorre da insercdo de material genético exdgeno a bactéria (PASTERNAK,
2007).

CONCLUSAO

A multirresisténcia bacteriana constitui um entrave a propagacdo de infeccOes
hospitalares, sendo caracterizada pela capacidade da bactéria sobreviver sob acdo de
antimicrobianos de amplo espectro. A aquisicdo de genes de resisténcia geralmente ocorre
através de plasmideos e transposons, envolvendo transferéncia entre as bactérias. Logo,
diferentes cepas apresentam a incorporacdo de elementos genéticos varidveis dependendo da
exposicao a estes.

Dessa forma, a identificacdo das cepas variantes a partir de sequenciamento genémico é
imprescindivel a caracterizacdo das mesmas, Vvisto que ha divergéncias entre cepas de mesma
espécie. Nesse contexto, plataformas de sequenciamento do DNA permitem a anotacdo do
genoma e consequente comparacdo, fornecendo dados cruciais ao conhecimento génico e

andlise de sequéncias de genes de resisténcia.
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