Medicina, Ribeirdo Preto,
30: 73-80, jan./mar. 1998 REVISAO

APLICACOES DA RIBOTIPAGEM NA EPIDEMIOLOGIA
MOLECULAR DE INFECCOES BACTERIANAS

RIBOTYPING ON MOLECULAR EPIDEMIOLOGY OF BACTERIAL INFECTIONS

Ana Liicia C. Darini'; Vanda D. Magalhies®> & Luciana S. P. Crott!

1Docentes do Departamento de Andlises Clinicas, Toxicoldgicas e Bromatoldgicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeiréo
Preto da Universidade de S&o Paulo; 2Doutora em Microbiologia, Coordenadora do Laboratério de Biologia Molecular do Hospital Israelita
Albert Einstein de S&o Paulo.

CoRresPONDENCIA:  Av. do Café s/n, CEP: 14040-903 - Ribeirdo Preto - SP. Fone: (016) 602-4260 - Fax (016) 633-1092.

E-mail: aldarini@fcfrp.usp.br ou aldarini@usp.br

DARINI ALC; MAGALHAES VD & CROTT LSP. Aplicacdes da ribotipagem na epidemiologia molecular de
infeccdes bacterianas. Medicina, Ribeirdo Preto, 30: 73-80, jan./mar. 1998.

RESUMO: A tipagem molecular do genoma bacteriano, na maioria das vezes, envolve a analise
de fragmentos de restricado do DNA cromoss6mico. Desde que a ribotipagem foi descrita, em 1986,
tem sido amplamente utilizada para analisar relagcdes taxondmicas e/ou epidemiolégicas entre os
diferentes grupos de organismos. A ribotipagem usa o padrédo de restricdo do opéron de RNA
ribossdmico (rrn) como ferramenta epidemioldgica e tem fornecido 6timos resultados para a detec-
¢éo de polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLPs). O nimero de opérons rrn
da bactéria esta diretamente relacionado ao potencial discriminatério da técnica, fornecendo um
maior ou menor nimero de bandas.

UNITERMOS: Epidemiologia Molecular. Técnicas para Tipagem de Bactérias. Infeccdes Bac-
terianas.

1 - METODOS DE TIPAGEM BACTERIANA freqlentemente idéntico para linhagens diferéntes
andlise do contetdo plasmidial, que j& foi citada como
Uma investigacdo epidemioldgica da etiologialtamente discriminatéfd, esbarra na auséncia de
de um surto infeccioso baseia-se na construcéo de mmaterial extra-cromossdmico em algumas amostras,
estudo estatistico extremamente cuidadoso e na dglie passam a ser néo tipaveis por este méteda
mitagdo do surto pela identificac@o correta da linh#acilidade com que podem ser transmitidos os plasmi-
gem bacteriana envolvida. deos, inclusive entre géneros bacterianos diversos
Métodos baseados em caracteristicas fenotipic®sndo assim, tanto o antibiograma quanto o perfil plas-
tém sido comparados desfavoravelmente com aquefeslial podem ser considerados métodos instaveis e de
que examinam o cromossomo bacteriano. A biotiphaixo poder discriminatdrio, salvo algumas excecoes.
gem, por exemplo, usada, principalmente e de forma A sorotipagem e a fagotipagem dependem de
eficaz, nadentificacdo de géneros e espétiaste- reacfes d@roteinas de membrana que devem estar
rianastem se mostrado de pouca valia, mesmo quagxpostas e serem reconhecidas por anticorpos ou bac-
do comparada com outras técnicas fenotipicas, na deriéfagos. Caso estas proteinas ndo estejam sendo ex-
criminagéo de linhagehs pressas ou o painel de soros ou o de fagos néo seja
O perfil de resisténcia, codificado muitas vezeadequado para aquela linhagem, a rea¢cdo ndo ocorre e
por plasmideos, elementos instaveis por definicdoaéactéria ndo pode ser tipada
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Por outro lado, o poder discriminatério das ti2 - CONCEITO DE RIBOTIPAGEM
pagens moleculares do cromossomo, assim como sua
reprodutibilidade, é considerado tdo elevado que Ine O uso de endonucleases de restricdo que reco-
rendeu 0 nome de “impresséo digital@meA”, do in-  nhecem poucos sitios no cromossomo, resulta em frag-
glés, ‘DNA fingerprinting™® °. mentos grandes que s6 podem ser separados por ele-
A tipagem molecular do cromossomo bactetroforese de campo pulsanRFGEdo inglés, “pulsed
rianoenvolve, na maioria das vezes, a andlise do piteld gel electrophoresis”). As enzimas que reconhe-
limorfismo de fragmentos de restrig8F(P do in- cem seqiiéncias mais comuns, ao clivarenDol&y
glés, “restriction fragment length polymorfism”)produzem um nimero tio grande de fragmentos, e com
separados por algum tipo de eletroforese. A digestBgnanhos tdo proximos, que dificultam sua separacao.
do cromossomo bacteriano, por determinada enzirAahibridagdo com sequéncias repetitivas marcadas
de restricdo, resultard em um certo nimero de fra@ondas moleculares) gera um padréo de bandas mais
mentos, de tamanhos variados, mas que é constdittétado e, portanto, de facil interpretat@s.
para uma determinada linhagem Em 1986,GRIMONT e GRIMONT*? desenvol-
Caso uma mutagdo tenha ocorrido no sitio deeram a técnica de ribotipagem, utilizando o plasmideo
reconhecimento de determinada enzima de restrigigegaombinante K 3535 como sonda. A realizagao de
endonuclease ndo mais clivar@®eA cromossdémico hibridacées com mais de 40 géneros bacterianos com-
(crdNA) naqguele ponto. O resultado sera um fragmenpsovou seu valor taxondémico. ®W3535 havia sido
a menos do que o esperado para aguele microorganispasistruido poBROSIUSet al., em 198%, clonando
além do aumento de tamanho de um dos fragmentos0E,genes codificadores &NA ribossémico [RNA)
assim, pelo resultado de mutacées acumuladas, que céglascherichia col(Figura 2).
linhagem apresenta um padrao proprio de fragmentos de  Os trés tipos deRNA 23S, 165 e 55, que fazem
restricdo. O tamanho desses fragmentos varia conforp@te estrutural dos ribossomos, organizam-se em um
a enzima empregada ou, mesmo, pode variar entre begéron (opéromrn), ou seja, dividem o mesnsis-
térias da mesmespécie quando se usa a mesma entéma regulatorio. O opéramn € uma unidade poli-
ma. Isso é o que determina o polimorfismo entre bagstronica, que, ao ser transcrita, origina um URKA
térias damesma espécie, sendo que polimorfismo @ecursor (38), que, sofrendo o processo de matura-
definido como sendo a ocorréncia simultanea, numa d&d®, resultara nos diferentes tiposrigA maduros®.
espécie bacteriana, de genomas que apresentam vaiacorréncia de modificacGes pos-transcricionais em
coes, na seqiiéncia de bases da>sel(Figura 1).  regides altamente conservadas sugere a importancia
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Figura 1 - Representacdo esquemadtica de polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLP). a - seqiiéncia de
bases de DNA, indicando 4 sitios de restricdo para a enzima Eco RI; b - nimero e tamanho (Kb) dos fragmentos de restrigdo
obtidos apds digestdo com Eco RI; ¢ - detalhe, mostrando o sitio de restricdo da Eco RI; d - indicacdo de mutagcdo na seqliéncia
de bases que esta em detalhe; e - nimero e tamanho (Kb) dos fragmentos de restri¢do, obtidos pela digestdo do crDNA com Eco
RI, apdés a mutagéo.
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destes genes. Seu papel fundamental na sintese prure si. Além disso, em cada opéron, 0s genéxNe r
téica levou a selecdo de microorganismos com mdi6S e 23 estdo presentes em cépia Unica, mas o nu-
do que uma cépia do opéron por cromossomo. De- mero de cépias do gene deNA 5S pode variat.
pendendo da espécie, o nimero de cdpias varia deAirrda dentro destes opérons, encontram-se genes que
11 por genoma hapldide. S&o raras as excecdes de badificam par&RNA transportadoresgNA), que po-
térias que apresentam apenas uma copia de genedata se localizar entre 0BNA 16S e 235 ou, na parte
rRNA no seu cromossomo, como, por exemplo, algmais distal do opéron, préximo ao geig##°3”. Todas

mas linhagens ddlycobaterium sppe aBorrelia as fases abertas de leitura deste opéron apresentam
burgdorferi Alguns pesquisadores citam que a ocoregidesespacadoras de funcdo desconhecida.

réncia de um sé opérom estaria relacionada ao pe- Paradoxalmente, a conservacgdo evolutiva dos
queno tamanho do genoma e a taxa lenta de cregghes deRNA entre as eubactérias, assim como o
mento bacterian®. burgdorferiexemplifica bem essa polimorfismo observado dentro e fora destes op&ons
hiptese, uma vez que apresenta um genoma cinmElo acumulo de mutacdes pontuais, inser¢des, trans-
vezes menor que o &e coli, com apenas f@ares de posicdes, duplicacdes, delecdes e inversdes, € que per-
base (pb), e é de crescimento 1ént® genoma de mite a discriminacao entre linhagens. Assim, cada li-
E. coli, por outro lado, apresenta sete opénams nhagem bacteriana apresenta um padrdo proprio de
denominados de A a H, ja bem caracterizados. Dadosgmentos de restricdo que, no caso da ribotipagem,
de sequenciamento revelaram dois promotores, P& eevelado pela hibridagdo com uma sonda contendo o
P2, indicados na Figura 2, espagados cerca de 120opkéronrrn.

PKK3535
(11.864pb)

Bam HI

Bgl

Figura 2 - Mapa esquematico do plasmidio hibrido pKK 3535. Posigbes do DNA vetor (pBR 322) ou insertos de outros plasmi-
deos, carregando partes do opéron rrmB estéo indicados no circulo interno. A posicdo A e os genes de resisténcia a Ampicilina
(Amp) e Tetraciclina (Tet) estdo apresentados e a direcdo das transcrigbes estao indicadas por setas. Os genes para os rRNAs
e 0 tRNA®" estdo representados em barras pretas. Os promotores P, e P, e seus sitios de iniciagdo de transi¢cdo estdo indicados
pelas setas. Sitios de restricdo de enzimas Pst I, Bam HI e Bgl Il estédo indicados na parte externa do plasmideo.
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3 - METODOLOGIA DA RIBOTIPAGEM sivel. A separagéo efetiva de fragmento®da li-
near maiores do qu&B aumenta a baixas voltagéns

A ribotipagem consiste na extragao e purlflca;‘] desnaturacdo, na presenca de excesso de sal e pH

¢ao doDNA tot_al da bacter!aLdlgeStqo deste mat,e NFastante alcalino, seguem o protocolo descrito por
com uma enzima de restri¢cdo, corrida eletroforétic UTHERN®. Normalmente, se utiliza filtro de nylon
transferéncia de fragmentos desnaturados para um iregado positivamente, p,or ser mais resistente, |z'3er-

troa rllbr(ljdagao dcom a sonda marcada e revelagao Rindo gue o mesmo filtro seja retestado com outras
padrao de bandas. sondas, se for necessario. Outra vantagem do filtro

Meétodos, os mais variados, de extragdo e puﬁé nylon sobre o de nitrocelulose € que, no primeiro,

ficacdo de material nucléico tém sido descritos, na iz, re 5 ligagio covalente DBIA através de irradia-

teratura, péara a re_gl_llzagao dz rlpotl(gjagem. O_us?gfo, por trés minutos, com luz ultra-violeta. No caso
tiocianato de guanidina tem sido citado com maior fré, firocelulose, & necessaria uma hora &, 8gsh

gquéncia por sua rapidez e praticidddBécnicas mais vacuo, para se fixar o material nucléico.

laboriosas que utilizam lisozima, protein&se SDS A marcacéo de sondas de ribotipagem pode ser
seguidas de uma purificagao com fenol e cloroformigyis com isétopos radioativos, ou, como tem sido des-

entretanto, tém se mostrado mais eficientes, resultandfy mais recentemente por algum entre varios méto-
em maior concentracéo B&IA por volume de amos- g friogt. O kit de marcacdo com digoxigenina

tra (dados proprios). No caso Slerratia marcescens (goehringer-Mannheim) tem sido utilizado fregiien-

por exemplo, a etapa de purificacdo com fenol € ifismente. A digoxigenina é um hapteno que, ligado ao
presa:mdivel devido a presenca Digases inerentes duTP, é incorporado a sonda, numa reacéo de duplica-
ao génerd. o ¢ao catalizada por uma polimerase. Ap0s a hibridagao,
A sensibilidade da ribotipagem em agrupar o fijiro ¢ exposto a uma solug&o, contendo um anticor-
ndo especies bacterianas, em linhagens especificas, gshtidigoxigenina, ligado covalentemente a uma fos-
diretamente relacionada ao tipo de endonucleasefgdg;se alcalina. O anticorpo se ligara a digoxigenina,
restricdo empregada. A escolha da enzima aproprigg jocal onde a sonda encontrou uma segiiéncia ho-
deve basear-se em dadosiimatura ouguandeestes  mgloga. A fosfatase alcalina cliva um substrato espe-
forem escassos, inadequados ou inexistentes, No Cefeo que é colocado em contato com o filtro e faz
teddo deGC daquela espécie. Normalmente, testa-$fecipitar uma substancia de cor azul-acinzentada, re-
mais que uma enzima para se determinar qual d ndo o local onde ocorreu a hibridag&o.
teria o melhor poder discriminatério para aquela es- A comparaco dos padrdes de bandas obtidos
pecie.GARAIZAR et al?, por exemplo, compararamentre os diversos isolados pode ser feita visualmente
métodos convencionais com a ribotipagem para idegy por programas especializados de computador, como
tificar 45isolados dé=. cloacagde 36 pacientes deg Mysp (“Multi Statics Package®), o PHYLIP
9 hospitais. Foram utilizadas as enziniBasn HI, (“Phylogeny Inference Packag@®), o DENDRON?
EcoRI e Hind Ill, e, segundo os autores, as trés s o “DNA Fingerprinting®®, por exemplo. Se duas
mostraram adequadas. Embora a conclusao do trafostras bacterianas apresentarem exatamente o mes-
lho tenha indicado que tanto a ribotipagem quanto gfp padrao de bandas, trata-se de uma tnica linhagem
quatro métodos fenotipicos, avaliados em conjuntgacteriana. Se o padréo for semelhante, mas néo idén-
mostraram-se igualmente discriminatérios, chamouijgo, deve-se fazer uma estimativa do grau de pa-
atencao o fato de varias amostras ndo terem sido fepghtesceentre os clones. A avaliagéo da similaridade
tipadas devido a reagGes inespecificas com fagos qihética entre as amostras pode ser feita através de
soros. Nestes casos, a ribotipagem foi capaz de resfindogramas ou pelo coeficiente de Dic®)( O
ver os resultados inconclusivos, uma vez que qualqérindograma fornece valores em percentagens, onde a
amostra € passivel de ser identificada pela analisepteximidade genética ¢ estimada pela distancia entre
CrDNA. A utilizagé@o de mais de uma enzima de restrias amostras, percorrendo-se suas linhas verticais. Os
¢do pode aumentar a capacidade da ribotipagempglegramas de computador, acima citados, produzem
identificar linhagens diferentés este tipo de resultado. O coeficiente de Dice & mais
A eletroforese se realiza em gel de agaroseilizado quando a comparacéo é feita visualmente.
(0,8% em geral) em baixa voltagem, para que a destecoeficiente foi descrito pdbICE* e é obtido
paracaalos fragmentos ocorra da melhor forma pogpelaférmula:
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2pp=b tra, ou entre amostras diferentes de uma mesma linha-
CD=——"—" gem, usando a mesma enzima de restricdo. Isso pode
e+ P ser explicado por alguns problemas durante a execu-
sendo: ¢&o da técnica, e exemplificados na Tabela Il.
n*, 0 nlmero de fragmentos localizados na  Entre esses motivos, o Ultimo deles (digestéo
mesma posicio, em ambas as amostras; normal de ddNA) € o mais comum, o que, na maioria
N + n°, nimero total de fragmentos apresent&las vezes, provoca erros na interpretacao dos resulta-
dos por ambas as amostras. dos. Havendo digestao parcial, pode-se obter tanto

O valor encontrado deD pode definir se as Pandas a mais, quanto a menos, pois nem todgos
amostras s&o idénticas, similares ou diferentes, $40Mossomicos podem ter sido digeridos da mesma
seando-se nos critérios estabelecidos pelo laboratd@ma. O exemplo esquematizado na Figura 3 explica
de referéncia para tipagem de linhagens, da UniverBgm esse fato.
dade de lowa, EU®), resumidos na Tabela .

Também, é imprescindivel saber que pode occ

rer variac&o do niimero de bandas de umamesmaan  Tabela Il - Possiveis problemas técnicos na exe-
cucdo de ribotipagem

« Observacdo prejudicada de uma ou mais ban-

A Lo . das, pela escassez ou excesso de material.
Tabela | - Avaliagédo da similaridade genética entre

linhagens bacterianas utilizando o coeficiente da » Migracdo acelerada de uma das amostras, per-
DICE (CD) mitindo melhor separacdo de bandas, conse-
~ ~ glientemente, também melhor observagéo.
Padrdo CD Observacéo ~ o 5
1denti 100 tod bandas i : « Problemas envolvendo a reagéo de hibridacéo,
entico ' 0das as bandas iguals por exemplo, falta de homogeneidade da solu-
Similar 0,90 a 0,99 a maioria das bandas iguais ¢éo de hibridac&o sobre o filtro.
Diferente <0,90 raras bandas iguais + Digestdo parcial de crDNAs.
1
4 -, . .
- crDNA com 4 sitios de restricdo para uma certa enzima
2
3
Bandeamentos possiveis para:
Digestdo Total Digestdo  Parcial
1+2 1+2 1+2 1+2 1+2 1+2 1+2
1 1+4 1 1 1 1 1 1
2+3 2+3 2+3
2 2 2 2 2 2 2
3 3+4 3+4 3+4 3+4 3+4 3+4
3 3 3 3 3 3
4 4 4 4 4 4 4
o :
n° de 4ba”das' 2 2 3 3 4 4 5 5 6 7

Figura 3 - Efeito de digestao parcial da DNA cromossémico na interpretacdo da ribotipagem.
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No exemplo mostrado, ocorrendo digestéo tqFigura 4B). A distancia genética foi também avalia-
tal, o esperado serdo quatro bandas, ao passo quelasgelo dendograma (Figura 4C). Somente os pares de
ocorrer falha técnica no preparo do experimento paaeostras 1, 2 e 10, 11 apresentaram 100% de simila-
uma ou mais amostras, podera ocorrer digestao padade, indicando tratar-se da mesma linhagem. Como
cial, e onumero de bandas pode ser de 2 a 7 paa amostras foram obtidas de pacientes diversos, o0s
amostras idénticas. dados sugeriram que houve infeccao cruzada.

O modo mais pratico e confiavel de se estabele-  Sete amostras de. cloacae,soladas de dife-
cer se houve ou nao digestdo parcial de determinadates pacientes internados em uma enfermaria orto-
amostra é por observacao rigorosa do bandeamepéalica, em datas proéximas, foram avaliadas quanto ao
de cada amostra, no gel de agarose. Bandeames#a perfil de resisténcia a drogas, submetidas a fagoti-
difuso, com acumulo de material Ii¥A clivado) no pagem e a ribotipagem apos digestao @igrcom
ponto de aplicacdo da amostra ou na extensao Simd. Trés isolados ndo reagiram com nenhum dos
bandeamento sugere digestao parcial. fagos utilizados no painel, enquanto cinco amostras

apresentaram resisténcia multipla a drogas, o que nao

permitiu sua discriminagdo por este parametro. A ri-
4 - APLICACOES DA RIBOTIPAGEM botipagem revelou 5 linhagens diversas, sugerindo

infecgdo cruzada apenas entre dois dos pacientes e

Na Figura 4, encontra-se um exemplo da apldescartando, assim, um surto na enferrffaria
cacédo da ribotipagem. Pelo gel de agarose, ap6s di- A ribotipagem nao é, entretanto, a metodolo-
gestdo do @NA deE. cloacaecom a enzima de res- giamais indicada para discriminacao de linhagens de
tricdo Smal (Figura 4A), ndo é possivel uma boaoda e qualquer eubactéria. Para bactérias Gram-posi-
resolucéo visual das bandas, para comparagéo. Os ftags, por exemplo, utiliza-se um segundo plasmideo
mentos de DNA deste gel foram transferidos para utnmo sonda, 09g onde foi clonado o gene 16S de
filtro de nylon e, apds a hibridacdo com a sondgacillus subtili§', mas que apresenta um poder dis-
pKK 3535 marcada com digoxigenina, o padrédo d@iminatorio menor que o da eletroforese de campo
bandas permitiu uma analise inequivoca das amostpagsante, considerada, hoje, o padrao ouro na tipagem

L]

- 1 a2
=M [~ ey n R
EéE:iu l'llmn
Sge 8= - .

s
=t
T
|
k
1B

Figura 4 - Padrdo de RFLP de crDNA, obtido pela digestdo com Sma I. A - gel de agarose corado pelo brometo de etidio; linhas
de 1a7ede9a 13, amostras bacterianas Gram-negativas, isoladas de pacientes de uma enfermaria de um hospital universitario;
linha 8, fago lambda digerido com Hind Ill como padréo de tamanho dos fragmentos de DNA; B - filtro de nitrocelulose, apés
transferéncia e detecgdo pelo método da digoxigenina; C - dendograma, representando a similaridade genética entre as amostras
bacterianas.
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deStaphylococcus auretisParaM. tuberculosisbac- dagem a rapidez de outtdJma avaliacéo cuidadosa
téria de crescimento lento e poucas copias do opéesta metodologia deve ser realizada com bactérias
rrn, como ja foi comentado, utiliza-se como sonda @e diversos géneros e epidemiologicamente bem de-
transposorS611Q que além de resultar em padradinidas para se concluir por sua utilizacdo de forma
polimorfico, devido a insergfes em diferentes sitiovais ampla.
Nno cromossomo bacteriano, tem papel diagnostico, uma Em concluséo, a ribotipagem, embora seja um
vez que é espécie-especifico método laborioso, tem sido comparada, favoravelmen-
Recentemente, a associacdo da reacdo em catkeia métodos fenotipicos quanto ao seu poder discri-
da polimeraseRCR com a ribotipagem, o ribBER  minatdrio, podendo, também, vir a tornar-se uma abor-
tem sido citada, na literatura, como uma estratégia valagem de referéncia na identificagéo de linhagens de
tajosa pois aliaria o poder discriminatorio de uma abalgumas espécies bacterianas.
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Molecular typing usually involves restriction fragment analysis of chromossomal DNA.

Since 1986, ribotyping has been used to analyse taxonomic and/or epidemiological relationship among
microrganisms. Ribotyping uses, as an epidemiological tool, the restriction profile of the ribosomal
RNA operons and it has provided good results in RFLP detection. The number of bacterial rrn oper-
ons correlates with the discriminatory potential of the technique.
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