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Sequenciacao de Nova Geracao

Tecnologia de ponta no INSA para apoio a identificacéo
e caracterizagdo de surtos, situacbes de emergéncia e
a decisdo clinica

Os avancos recentes nas tecnologias de sequenciac@o de acidos
nucleicos, associados a progressiva diminuicdo dos seus custos,
tém permitido aos laboratérios de Microbiologia Clinica utilizar, de
forma cada vez mais frequente, a técnica de Sequenciagao Total do
Genoma (vulgarmente referenciada na literatura por Whole Genome
Sequencing - WGS). De facto, esta tecnologia tem emergido como
uma ferramenta de ponta para complementar e/ou substituir as
tradicionais metodologias da Microbiologia Clinica, influenciando
o diagndstico, a monitorizagao epidemiologica e as atividades de
investigacao/desenvolvimento de virtualmente todos os agentes
patogénicos (desde virus e bactérias a fungos e parasitas). Permite,
por exemplo, num periodo normalmente compreendido entre 12h
e 2 dias, sequenciar o genoma completo de microrganismos, néo
s6 a partir de culturas puras, como também, em determinadas
condicdes, diretamente de amostras clinicas. Esta Ultima aplicagéo
reveste-se de particular importancia quando 0s microrganismos
em causa nao sao cultivaveis em meios in vitro (ex. Treponema
pallidum, agente causador da sifilis), ou cujo crescimento demora
varios dias (ex. Mycobacterium tuberculosis, agente causador da
tuberculose).
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Entre as principais aplicagdes da tecnologia de WGS nos labora-
torios de Microbiologia Clinica referem-se: i) o desenvolvimento
de novos métodos de diagndstico através da identificagdo por
WGS de sequéncias gendmicas especificas de microrganismos
causadores de determinadas patologias (12): ii) a caracterizacéo
genomica detalhada do microrganismo infecioso, nomeadamen-
te através da identificacdo de fatores de viruléncia, toxinas, e
genes ou mutagdes associados & resisténcia a farmacos (3-5): e
iii) a tipagem molecular de estirpes isoladas no &mbito de surtos
hospitalares ou na comunidade, permitindo a identificagdo de
cadeias de transmissao e de fontes de contaminacao (6:7), Um
dos grandes exemplos a nivel mundial de aplicagao da tecnologia
de WGS em termos de estudos epidemiologicos consistiu na
caracterizacao relampago de uma estirpe de Escherichia coli
enteroagregativa e especialmente virulenta, causadora do gigan-
tesco surto de diarreia e sindrome hemolitica urémica, ocorrido

na Alemanha em 2011, com mais de 4000 casos e 50 mortes (&),

O Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) adqui-
riu recentemente um equipamento de sequenciagdo de nova gera-
¢ao, 0 qual tem permitido inequivocamente um “virar de pagina”
em termos de progresso tecnolégico e de servigos oferecidos a
comunidade médico-cientifica. Neste ambito, refere-se, por exem-
plo, a participagdo do INSA como instituicdo responsavel pelas
atividades laboratoriais de WGS no ambito de um projeto europeu
de grande dimenséo que visa estabelecer a tecnologia de WGS
como ferramenta de vigilancia e investigagao epidemiologica de
agentes patogénicos transmitidos por alimentos. A nivel nacional,
0 exemplo mais evidente, amplamente divulgado na comunicagao
social, consistiu na contribuicao decisiva do INSA para a caracte-
rizacao da estirpe responsavel pelo surto da Doenca dos Legiona-
rios que ocorreu em 2014 em Vila Franca de Xira (constituindo o
segundo maior surto a nivel mundial), tendo possibilitado também
a identificacao da potencial fonte de contaminagdo. No entanto,
a caracterizagao de estirpes de Klebsiella pneumoniae associa-
das a um abcesso do figado, bem como a caracterizagdo da
diversidade microbiana em infe¢des oportunistas de estirpes de
Burkholderia spp. e/ou Pseudomonas aeruginosa em doentes
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com fibrose quistica, ndo séo de menor relevo. Alguns dos artigos
que se seguem neste Boletim Epidemiologico Observacdes des-
crevem precisamente exemplos de aplicagdo com sucesso da tec-
nologia de WGS no INSA na area das doengas infeciosas. Na sua
qualidade de Laboratério de Referéncia, o INSA esta naturalmente
disponivel para estabelecer colaboragdes cientificas relevantes
no dominio da Saude, envolvendo para tal equipas especializadas
tanto no dominio da bioinforméatica como da sequenciagao de

nova geragao.

Jodo Paulo Gomes

Responsével da Unidade de Investigacdo e do Nucleo de Bioinformética

Departamento de Doencas Infeciosas, INSA

Contactos para WGS:

Jodo Paulo Gomes: Luis Vieira:
j.paulo.gomes@insa.min-saude.pt

tel. 217 519 241

luis.vieira@insa.min-saude.pt
tel. 217 519 440

Referéncias bibliogréficas:

(1) Metzker ML. Sequencing technologies - the next generation. Nat Rev Genet.
2010;11(1):31-46. Epub 2009 Dec 8.

(2) Millar BC, Xu J, Moore JE. Molecular diagnostics of medically important bacterial
infections. Curr Issues Mol Biol. 2007;9(1):21-39. Review.
www.horizonpress.com/cimb/v/v9/21.pdf

(3) Chen'Y, Johnson JA, Pusch GD, et al. The genome of non-O1 Vibrio cholerae NRT36S
demonstrates the presence of pathogenic mechanisms that are distinct from those of
01 Vibrio cholerae. Infect Immun. 2007;75(5):2645-7.
www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC1865779/

(4)  Chen PE, Willner KM, Butani A, et al. Rapid identification of genetic modifications
in Bacillus anthracis using whole genome draft sequences generated by 454
pyrosequencing. PLoS One. 2010;5(8):612397.
http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0012397

(5) Chin CS, Sorenson J, Harris JB, et al. The origin of the Haitian cholera outbreak strain.
N Engl J Med. 2011;364(1):33-42. Epub 2010 Dec 9.
www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMoa1012928

(6) McAdam PR, Templeton KE, Edwards GF, et al. Molecular tracing of the emergence,
adaptation, and transmission of hospital-associated methicillin-resistant Staphylococcus
aureus. Proc Natl Acad Sci U S A. 2012;109(23):9107-12.
www.pnas.org/content/109/23/9107.long

(7) Lewis T, Loman NJ, Bingle L, et al. High-throughput whole-genome sequencing to
dissect the epidemiology of Acinetobacter baumannii isolates from a hospital outbreak.
J Hosp Infect. 2010;75(1):37-41.
www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0195670110000289

(8) Rasko DA, Webster DR, Sahl JW, et al. Origins of the E. coli strain causing an outbreak
of hemolytic-uremic syndrome in Germany. N Engl J Med. 2011;365(8):709-17.
www.nejm.org/doi/full/10.1066/NEJMoa1106920




