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RESUMO

PFGE (“pulsed field gel eletrophoresis’) é a sigla usada para indicar qualquer técnica de eletroforese
apropriadapara separar grandes fragmentos de DNA, por meio dareorientacdo do DNA em gel pelaacéo
de camposel étricosaternados. Estatécnicaéreconhecidacomo padréo ouro paraidentificagdo delinhagens
bacterianas, fungicas e de protozodrios. O principal objetivo deste estudo derevisio é o daelucidagdo dos
fundamentos datécnicade PFGE ou el etrof orese de campo pul sante aplicada em estudo com bactéria. Sua
resolugéo depende de umasérie defatores como: voltagem, concentragéo de agarose, temperatura, solucéo
tamponante, tempo de pulso e de corrida eletroforética. A compreensdo dos mecanismos moleculares
envolvidos nesse tipo de eletroforese é fundamental para a otimizacéo e obtencéo dos resultados
apropriados.

Palavr as-Chaves. epidemiol ogiamol ecular, métodos mol ecul ares, genotipagem bacteriana, PFGE.

ABSTRACT

PFGE (“pulsed field gel electrophoresis’) is an electrophoresis technique suitable for separating large
fragments of DNA by means of DNA reorientation in agarose gel from the effects of alternated electric
fields. Thistechnique is considered as gold standard for performing bacteria, yeast and protozoa strains
identification. The main objective of the present review isto update the PFGE technical basisfor being
suitable for bacteria studies. Its resolution depends on a series of factors such as agarose concentration,
temperature, buffer solution, pulse time, and running time. Understanding the involved molecular
mechanismsin thistype of el ectrophoresistechniqueisfundamental for maximizing and attaining accurate
analysis results.

K ey Wor ds. molecular epidemiology, molecular methods, bacterial genotyping, PFGE.
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INTRODUCAO

A eletroforese em gel de agarose é a técnica mais
difundidapara separacdo de moléculas de DNA com relagdo ao
tamanho. A matriz formada pela agarose atua como filtro
molecular, cuja porosidade € inversamente proporciona a
concentracdo do gel de agarose. Durante a eletroforese, as
moléculasde DNA se posicionam em paralel o ao campo €l étrico;
adificuldade de transpor amatriz de agarose em diregéo ao polo
positivo é inversamente proporcional ao tamanho de cada
molécula. As menores migram mai s rapi damente possibilitando
a separacdo por tamanho ou peso molecular. Assim, quanto
maior amolécula, maior o tempo de migracao, possibilitando a
separacdo dos fragmentos, qualquer que sgja o tamanho. Na
prética, um gel de agarose a0,8% € apropriado para separacéo
defragmentosde 0,5 até 20-30 kb, aproximadamente. Géiscom
maiores concentragoes (2,5 até 3%) separam fragmentos menores
(80 até 500 pb); uma alternativa, nestes casos, € o gel de
poliacrilamida. Géis de agarose a0,5% separam fragmentoscom
até 50 kb, porém, sdo bastante frageis e o tempo de corrida é
excessivamente demorado*. Mol éculas de DNA maiores que 50
kb sdo de dificil separagdo, mesmo com a diminuigdo da
concentracdo de agarose, pois sua mobilidade el etroforética se
torna independente do tamanho do fragmento?.

A solucéo do problemafoi dada por Schwartz e Cantor®
com o desenvolvimento da técnica de eletroforese de campo
pulsante (também traduzida por eletroforese de campos
pulsados) que, originalmente, foi usada para separacdo de
cromossomos da levedura Saccharomyces cerevisae. Esses
pesquisadores, com base nas experimentagdes realizadas no
inicio dos anos 70, relataram que as moléculas de DNA que
foram estiradas pela agdo de um campo €l étrico demandavam
um maior ou menor tempo para o relaxamento, e que era
proporcional ao tamanho damolécula, depois de cessadaaagao
do campo de forga'.

Segundo BirreneLai® “pulsed field”” se aplicaaqua quer
modalidade de €l etrof orese que utilize mai sque um campo el étrico
direcionado deformaalternada. Quando ocorretrocanadirecdo
do campo elétrico, as moléculas de DNA sdo compelidas a
reorientacdo, parase posicionarem de formaparalelaao campo
deforga, antes de migrarem paraadirecdo do polo positivo. Os
fragmentos menores se reorientam com maior facilidade que os
maiores, que demoram mais parase adaptarem anovadiregéo. O
tempo entre as mudangas de orientagéo pelo campo elétrico é
chamado tempo de pulso (switch time). A partir de 1984 varios
protocolos empiricos surgiram com o intuito de otimizar a
separacéo de grandes moléculas de DNA, ou segja, de alto peso
molecular. Os diferentes métodos resultantes podem ser
agrupados em: aqueles que alternam campos el étricos
transversais (CHEF, ROFE, PACE, PHOGE, OFAGE, TAFE), entre
osquaiso CHEF éomaisdifundido, e osque utilizam alternancia
de campos elétricos invertidos (FIGE, ZIFE). Estas siglas e
nomenclaturas complexas (ver final) mais refletem interesses
econdmicos do queinformagtes deinteresse cientifico. De modo
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geral, qualquer uma destas técnicas possibilita a separacdo de
grandesfragmentosde DNA (~600 kb) ou aindade cromossomos
inteiros.

Ateoriapor detrdsdométodo

As teorias da separacdo de DNA por eletroforese sdo
bastante elaboradas. N&o existe um model o exclusivo aplicavel
atodas as experimentagdes’. As limitagdes topograficas do gel
produzem importante efeito sobreamoléculade DNA. A teoria
introduzidapor Gennes’ pressupde que o pol imero se movimenta
como se estivesse dentro de um tubo. Outros autores®®
desenvolveram ateoriaque setornou conhecidacomo o modelo
dereptagéo. Estemodel o explicarazoavel mente amobilidade do
DNA em camposelétricosfixas, porém, ndo prevéqueamolécula
de DNA assuma a configurag@o dobrada no gel (em grampo)
como freqlientemente ocorre na pratica.

Com o intuito de obter dados arespeito da migracéo de
moléculas de DNA através de gel de agarose, tanto em
eletroforese convencional quanto em eletroforese de campo
pulsante, utilizou-se a técnica de microscopia de fluorescéncia
ecorantes queintercalam aduplahélicedo DNA, como brometo
de etideo, alaranjado de acridina ou YOY O-111, Estes
experimentos mostraram que, em el etroforese convencional, as
moléculas de DNA migram com movimentos ciclicos que
envolvem compactacao e alongamento do polimero, sempreem
paralelo ao campo elétrico aplicado, a semelhanca dos
movimentos da lagarta. As formas alongadas se devem ao fato
damolécula ficar comprimida na porosidade do gel, enquanto
gue uma das extremidades (a “ cabeca’) € atraida para o pélo
positivo. Quando a molécula comprimida consegue se
desprender, um novo ciclo é iniciado. A extremidade que ir&
guiar o movimento, ou sgja, qual delasseraa” cabeca’ no proximo
ciclo de migracao, € aeatoria e depende de qual extremidade
encontrard primeiro a passagem através da matriz de agarose'®
O processo é claramente dependente do tamanho da molécula,
razéo pela qual os polimeros maiores que 20-30 kb ndo sdo
passiveis de separacéo por eletroforese convencional.

Nael etrof orese de campo pulsante, ao sedterar adirecéo
do campo el étrico com angulo de 120°, aextremidade quelidera
0 movimento também é alterada. A cadamudanganadirecéo do
campo deforga, osmovimentosiniciais das molécul as ocorrem
apartir da extremidade que era“ cauda’, cujo posicionamento,
obviamente, depende do tamanho damolécula. Quanto maior a
molécula, mais distante estaraa“ cauda’, em comparacdo com
uma mol écula de menor tamanho, razéo pelaqual avelocidade
de migracéo depende do tamanho do fragmento de DNA™,

Fatoresqueafetam o PFGE

A resolucéo de PFGE depende de vériosfatores (Tabela
1) como: composicéo e concentracdo de agarose, solucéo
tamponante, tensdo da corrente €elétrica (voltagem), tempo de
pulso e tempo de corrida el etroforética. Outros fatores como o
grau de uniformidade, aforga relativa dos campos el étricos, o
angulo entre os campos elétricos que se aternam (de acordo
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com o aparelho empregado), atemperaturade corrida(Figural)
eainda, aintegridade do DNA também podem afetar o limitede
resolucdo da técnica?'2.,

Nos estudos iniciais, Schwartz e Cantor® utilizaram
gradientes de campo de forca (ndo homogéneo), o que resultava
em trajetdrias curvas das moléculas de DNA. Em 1986, com o
desenvolvimento, datécnica de campo el étrico homogéneo com
eletrodos hexagonais, se tornou possivel a separacéo de bandas
dasdiferentesamostrasde DNA o quefacilitou suacomparagdo®.

Tabela 1. Parametros gerais de corrida eletroforética para
separacdo de diferentes tamanhos de DNA

DNA (kb) 10a50 <100 100a 2000a
2000 6000
% agarose 12 12 12 06
TBE (X) 015 0,15a05 05 05
Voltagem 450 300 165a200 40a100
Tempode 0,3als 1al0s 10al20s 3a
pulso 75min.
Tempode ladh la6h 17a24h 1la3dias
corrida

(adaptagdo do manual do “Gene Navigator” — Amershan Biosciences)
Kb: Kilobase; TBE: Tampao Tris — Acido Bérico — EDTA; s. segundos; h:
horas.

Pulsos €elétricos de diferentes duracdes favorecem a
reorientag@o de moléculas de DNA de diferentes tamanhos. A
duracédo do tempo de pulso € o fator mais importante para
determinacdo da faixa de tamanho de fragmentos a serem
separados'*. A duracdo do pulso devera possibilitar a
reorientagcdo e amigracao do polimero para umanova diregao.
Pulsos mais longos possibilitam a reorientacéo de moléculas
grandes; pulsos curtos reorientam tdo somente as peguenas
moléculasde DNA?Z Além disso, aordem pelaqual osdiferentes
pulsos sdo aplicados, também alteraaresolucao dos fragmentos
identificadosno gel (Figura?2).

A forcado campo el étrico aplicado deve ser inversamente
proporcional ao tamanho das moléculas de DNA que se desgja
separar, ou sgja, quanto maior o fragmento, menor deveraser a
tensdo. Voltagem ou correntes altas podem diminuir aresolugéo.
AlteracBes natensdo deverdo ser compensadas com alteractes
no tempo de pulso para que os resultados sejam satisfatorios.
Para separar moléculas de DNA bacteriano de até 1,5 Mb
geralmente utiliza-se 6 V/cm (medida entre dois eletrodos
opostos). Para separar cromossomos de Neurospora crassa,
por exemplo, é utilizadaum campo de 1,5 V/cm*.

O angulo maisfreqlientemente utilizado em PFGE é o de
120°, que é o angulo do aparelho CHEF-DRII (Bio-Rad) e do
GeneNavigator (Amersham Biosciences), amplamente utilizados

180V 13°C 180V 10°C

Figura 1. DNA cromossdmico de amostras de Staphylococcus aureus,
ap6s macrorestricdo com Sma |. PFGE realizada em aparelho Gene
Navigator (Amersham Biosciences). A voltagem utilizadaem ambos os
géisfoi de 180V, mas em duas condic¢des de temperaturas diferentes,
emA 13°C eem B 10°C. As condi¢des de pul so foram idénticas sendo
25 segundos por 2 horas, 8 segundos por 4 horas e 0,5 segundo por 1
hora. As amostras sdo correspondentes em ambos 0s géis.

Figura 2. DNA cromossomico de amostras de Staphylococcus aureus,
apos macrorestricdo com enzimaSma | em duas condi¢des diferentes
de pulsos especificadas em, A e B. A voltagem utilizadafoi de 180V e
atemperatura 13°C em ambos os géis. As amostras sdo corresponden-
tesem ambos os géis.
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pelos laboratérios de pesquisa. Nesses aparelhos as distancias
entre os el etrodos séo distintas, e atensdo € adaptada de acordo
com o equipamento empregado. Angulos maiores reduzem a
velocidade de migragdo, enquanto que angulos menores
possibilitam um substancial aumento navel ocidade de migragéo
defragmentos maiores'“. A formade migragéo de fragmentosde
DNA é dependente dos angulos formados entre os campos
elétricos que se alternam, como ficou evidenciado por
experimentos de microscopia'.

A condutividade da solugdo tamponante depende de
sua concentracdo e volume. Assim, quanto maior a quantidade
de solucdo tamponante usada, maior sera a corrente elétrica,
aterando aresolugdo dacorridaeletroforética. Seaconcentragdo
da solucéo tamponante for aumentada, a resolucéo da corrida
também sera alterada, dificultando a separagéo dos fragmentos
maiores, aumentando a corrente elétrica e a geracéo de calor.
Neste caso, atemperaturaderefrigeracéo deveraser diminuida,
para que este par@metro ndo altere a eletroforese. Uma solucéo
tamponante inadequada podera resultar em baixa resolugéo na
separacdo de fragmentos (Figura 3). Rotineiramente é usada
solugdo tamponante TBE (Tris, Acido Bérico, EDTA) com
concentragdo de 0,5X. Entretanto, o Trisfoi rel atado como agente
de degradac&o do DNA, e alguns autores obtiveram melhores
resultados com o uso de outra solucdo tamponante, como o
HEPES (N-[2-Hydroxyethyl] piperazine— N’ -[2-ethanesulfonic
acid])151617,

Melhor resolucéo na separacdo dos fragmentos
eletroforéticos é obtida com o aumento da concentragéo de
agarose, como naeletroforese horizontal, 0 quetambéminterfere
no tempo necessario para separacdo dos fragmentos. Com o
uso degel maisconcentrado € necessario maior tempo decorrida,

67 8 9 10111213 14 151617

6 7 8 9 1011121314 1516 17

A B

Figura 3. DNA cromossomico de amostras de S. aureus apos
macrorestricdo com Sma |. Foram utilizadas as mesmas amostras
bacterianas (S. aureus 6 — 17), a mesma temperatura de 13°C e a
mesmavoltagem de 180V nacorridael etroforética. A solugdo tamponante
utilizada foi TBE 0,5 X nos dois géis, mas a utilizada na corrida
eletroforética “B” apresentava-se precipitada. As mesmas amostras
s80 correspondentes em ambos 0s géis.
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porém com concentragdo mais baixaaseparacao dosfragmentos
pode ndo ocorrer satisfatoriamente. Na prética, a concentragéo
maximade agarose usadavariade 1,2 a2%.

Alteracbes na temperatura de corrida interferem na
resolucéo, pois quanto maior atemperatura, maisrapidaseraa
migracdo das moléculas'*. Temperaturas de 8 até 15°C sdo as
maisutilizadas.

A qualidade do DNA preparado para a corrida
eletroforéticaéde fundamental importancia. Como o abjetivo é
a separacdo de fragmentos de alto peso molecular, é
imprescindivel assegurar sua integridade. Mol éculas grandes
de DNA em solugdo, normal mente utilizadas nas preparagtes
convencionais sofrem danos proporcionais ao quadrado de
seu peso molecular?. Assim, aextragdo de DNA cromossdmico
a ser usado em PFGE é feitacom aincorporagdo das células
bacterianas a serem lisadas em blocos de agarose, que
proporciona protegdo mecanicaas moléculasde DNA. Durante
0 preparo dos blocos, a proporgado entre as células bacterianas
eaagarose, “low melting” ou ultra pura, deve ser 1:1, pois o
excesso de agarose produz blocos rigidos, que dificultam a
posterior digestdo do DNA, bem como, nas etapas de lavagem,
a remocdo dos interferentes (proteinas, DNAses, etc.).
Contrariamente, seaconcentracdo de agarose for menor, o bloco
teré consisténciamole e pode ser destruido durante o processo
de lavagem. A agarose “low melting” facilita o trabalho de
confeccdo dos blocos, pois possibilita trabalhar com
temperatura em torno de 37°C, entretanto, é possivel
confecciona-los utilizando agarose ultra pura (Gibco), mas a
temperatura na preparacdo dos blocos deve ser mantida em
torno de 45°C. Este procedimento requer grande quantidade de
enzimasliticas e/ou derestricdo e maior tempo de digestéo que
os usados em metodol ogias convencionais, pois € preciso que
asenzimas atravessem as barreirasimpostas pela agarose. S&o
também necessérias|avagens exaustivas parase €liminar tragos
das enzimas liticas que poderdo afetar as etapas subseqiientes.
Outro aspecto importante no preparo das moléculas de DNA
cromossomico de alto peso molecular é aprotecéo do material
contra DNAses que s80 ativadas pela lise celular. Com este
intuito € usada uma solugdo contendo um agente quelante em
alta concentracdo (EDTA 0,5 M), que seqiiestra os ions de
magnésio que atuam como co-fatores das DNAses. Umaoutra
vantagem com aincorporacéo do DNA em gel de agarose € a
estabilidade das amostras durante meses, quando mantidasem
temperatura ambiente e durante um tempo indefinido quando
conservadas em temperatura de 4°C. Este fato possibilita a
reprodutibilidade de experimentos ou troca de amostras entre
grupos de pesquise’.

A variac8o entre os pulsos pode ocorrer de forma
continua, numaabordagemdita“INTERPOLATED” ou deforma
abrupta(“STEPPING”). A variag&o continuaentre os pulsosde
5e10 segundos por 2 horas, por exemplo significaque o tempo
de pulso do campo el étrico em cada direcéo ira aumentar de 5
para 10 segundos, paul atinamente, ao longo de duas horas. No
formato de “STEPPING”, pulsos de 5 segundos em directes
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alternadas ocorrem por duas horas seguidas e, numa segunda
fase, os campos €l étricos passam atrocar de diregéo a cada 10
segundos (Figura 4).

Tempo de pulso

N/S +

L/O
A

Variagdo continua (“Interpolation”) namero de pulsos

Tempo de pulso
N/S +
L/O

B ,7
I

numero de pulsos

Figura4. DNA cromossdmico de amostras de Staphylococcus aureus,
ap0s macrorestricdo com enzima Sma | em duas condigdes diferentes
de pulsos especificadasem, A e B. A voltagem utilizadafoi de 180V e
atemperatura 13°C em ambos os géis. As amostras sao corresponden-
tesem ambos os géis.

AplicacBes

Em seutrabalho de 1984, Schwartz e Cantor® descreveram
um novo método de separacdo de cromossomos da levedura
Saccharomyces cerevisae que facilitavaadesignagdo de genes
especificos a determinados cromossomos por técnicas de
hibridizacgo. A pbsaseparacdo dos cromossomos (cariotipagem)
os mesmosforam transferidos paraumamembranae hibridados
com umasondaradioativaparaindicar alocalizacdo do genede
interesse (“ Southern blot”).

A clonagem de fragmentos de ato peso molecular em
vetores do tipo YAC (“yeast artifical chromosomes’) com
capacidade dereceber insertosde até 2 Mb deformaestavel foi
possibilitada pelatécnicade PFGE*S,

Algumasinformagfes sobre aorganizagdo gendmicade
protozodriosforam adquiridas através datécnicade PFGE. Estes
organismos ndo apresentam condensacdo de cromossomos
durante ametéfase e possuem um grande nimero de repeticdes
in tanden de genes codificadores de proteinas. Informactes
basicas como a ploidia, nimero e tamanho dos cromossomos

(cariotipagem) eram desconhecidas, paraamaioriadas espécies.
A técnica de PFGE permitiu a construgdo de bibliotecas
gendmicas destas regifes que, de outra forma, ndo poderiam
ser analisadas®.

A caracterizacao de linhagens patogénicas é
fundamental parafins epidemiol 6gicos. Nas Ultimas décadas, a
identificacdo de linhagens bacterianas baseada em
caracteristicas fenotipicas cedeu espaco para as abordagens
genotipicas por técnicas de biologia molecular e, entre elas o
PFGE é uma das mais aceitas e utilizadas??. Para estudos
epidemioldgicos de Staphylococcus aureus, por exemplo,
embora a fagotipagem ainda seja utilizada, a eletroforese de
campo pulsante é considerada o padréo-ouro. Foi utilizando
estatécnicaque Kreiswirth et al. mostraram que amaioriade
S. aureus resistentesameticilina (MRSA) isolados ao redor do
mundo possuiam uma origem comum. Também foi estudada
através de PFGE a epidemiol ogia de enterococos resistentes a
vancomicina (VRE), que difere quanto a origem em hospitais
americanos e europeus??, arota de transmissao de bactérias
Gram-negativas como Burkholderia cepacia e Pseudomonas
aeruginosa entre pacientes de fibrose cistica envolvidas em
infeccBes nosocomiais intra e inter-hospitalar??’. A
cariotipagem de vérias espécies da levedura Candida, por
exemplo, revel ou variabilidadeintra-especificaque tambémfoi
utilizada para estudos de transmissdo entre pacientes
imunodeprimidos®®.

PFGE é utilizada tanto para estudos de surtos
hospital ares de pequenas propor¢oes®=!, quanto nacomparagdo
de populacbes bacterianas, envolvendo microrganismos de
diferentes paises, ampliando o escopo epidemioldgico da
técnica® .

A interpretacdo de PFGE para identificacdo de linhagens
bacterianas

Com ointuito de sediscriminar linhagens bacterianas de
uma mesma espécie, 0 DNA bacteriano total, incorporado em
bloco deagarose, édigerido com enzimasderestrigdo queclivam
0 cromossomo em grandes fragmentos. Em PFGE s&o
necessarias de 30 a40U de enzima paracadabloco de agarose e
otempo deincubaco podevariar de 18 a24 horas. Osfragmentos
gerados sdo, entdo separados por eletroforese de campo
pulsante. A abordagem, apesar de simples, suscitaumasérie de
davidas: Qual enzima utilizar com determinada espécie
bacteriana? O que acontece com o padrdo de bandas se houver
uma mutagdo no sitio de reconhecimento da enzima? Pequenas
diferengas, uma ou duas bandas, entre os perfis obtidos de
duas bactérias testadas sao suficientes paraidentifica-las como
linhagens diferentes? Em 1995, Tenover e colaboradores®
publicaram critériosdeinterpretagéo de resultados de PFGE em
um esforgo para difundir e tornar mais homogéneo o uso desta
técnicaparafins epidemiol 4gicos. Assim, se existe umarelagéo
epidemiol 6gica entre bactérias idénticas, provavel mente trata-
se de um surto. Por outro lado, bactérias de mesma espécie e
mesmo genotipo, isoladas de pacientes que ndo possuem uma
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ligacao epidemiol 6gicadetectavel, podem representar linhagens
endémicas. Assume-se também que, bactérias ndo rel acionadas
epidemiologicamente, devem possuir genoétipos diferentes.
Segundo Tenover et al.??, bactérias envolvidas em um surto
elou epidemia devem apresentar padrdes indistinguiveis,
enguanto que, aquelas ndo envolvidas com a epidemia devem
apresentar padrdes distintos. E importante, portanto, autilizagio
delinhagens-controle, ndo rel acionadas epidemiol ogicamente.
Os autores chamam a atencdo para o fato de que antes de se
realizar a técnica para estudos epidemiol 6gicos, a combinacdo
enzima de restrig&o/espécie bacteriana deve ter sido testada e
validada. Considera-se que um minimo de 10 fragmentos de
DNA, conseguientemente 10 bandas no gel, devem ser obtidos
por bactérias para que a técnica tenha poder discriminatério
relevante. Uma linhagem € considerada semelhante a outra
quando ocorre um (nico evento genético como uma mutagao,
umainsercéo ou delecdo, que altere o padréo de bandas (Figura
5). Uma mutacao tanto pode criar quanto suprimir um sitio de
reconheci mento de enzimade restrigdo. Se um novo sitio écriado,
0 padréo apresentaraumabandaamenos em relagdo alinhagem
epidémica e duas bandas menores surgirdo. Se um sitio
desaparece, o0 padréo alterado terd umabandanovade tamanho
maior que duas que desaparecerdo na linhagem responsavel

Figura 5. Esquema de padrbes de PFGE. Canaletas 1 e 2 sdo DNA
cromossomicos (crDNA) com padrdes indistinguiveis e considera-
das linhagens epidémicas; canaleta 3, uma das bandas recebeu uma
inser¢do e aumentou de tamanho; canaleta 4, uma das bandas sofreu
uma del ecdo e diminuiu de tamanho; canaleta 5, uma mutago criou
um sitio de restricéo, aumentando o nimero de bandas; canaleta 6,
uma mutacdo alterou um sitio de restri¢do e dois fragmentos foram
perdidos, surgindo um de maior tamanho; canaleta 7, ccDNA com
padrao diferente, ndo relacionado ao surto.
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pelo surto. Se ocorrer uma inser¢gdo de um transposon, por
exemplo, e se 0 novo elemento n&o possuir um sitio reconhecivel
pelaenzimausada, o resultado seraum aumento de tamanho de
uma das bandas. Se o fragmento de DNA introduzido possuir
um sitio de restri¢éo, umabanda poderd desaparecer em relacéo
a linhagem epidémica, e duas novas bandas surgirdo. Uma
delecdo, por outrolado, podefazer com que o fragmento diminua
de tamanho. Qualquer um destes eventos altera o padrdo da
linhagem epidémica em duas ou trés bandas. Uma bactéria é
considerada possivelmente relacionada quando as mudancas
de padréo de restricdo forem compativeis com dois eventos
genéticos, resultando em alteraces envolvendo entre 4 e 6
bandas. Quando o padr&o dalinhagem epidémica possuir mais
dametade das bandas diferentes em rel agcéo ao padréo de outras
bactérias, estas devem ser consideradas ndo relacionadas
geneticamente. Tenover® também sugere que o padrdo da
linhagem responsével pelo surto deve ser chamado A; aqueles
semelhantes ou possivelmente relacionados de A1, A2, A3 e
assim por diante. Os ndo relacionados devem ser designados
tipo B, tipo C, etc.

PFGE € uma técnica bastante complexa com um poder
discriminatério muito elevado. E considerado padrio ouro em
epidemiol ogiamolecular, mas éimportanteressal tar que métodos
de tipagem n&o substituem dados epidemiol 6gicos, somente
auxiliam e, seutilizadosisoladamente, podem levar aconclusies
equivocadas.

Abreviagbes

pb pares de bases; kb quilobases (= 1.000 bases); Mb
megabases (= 1.000.000 bases); CHEF *“contour-clamped
homogeneous electric field”; FIGE “field-inversion gel
electrophoresis’; OFAGE “orthogonal-field-alternation gel
electrophoresis”; PACE “programmable autonomously
controlled electrode”; PHOGE *“pulsed homogeneous
orthogonal-fields’; ROFE “rotating-field electrophoresis’; TAFE
“transverse-alternating field electrophoresis’; ZIFE “zero-
integrated field electrophoresis’.
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