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Sumario

A tuberculose bovina é uma importante doenga animal com elevado impacto econémico. O
agente etiologico desta doenca € a bactéria Mycobacterium bovis que, para além de afectar
bovinos, causa também tuberculose noutras espécies de mamiferos, incluindo o Homem. Esta
micobactéria pertence ao complexo Mycobacterium tuberculosis (MTC) que inclui espécies
filogeneticamente muito préximas, nomeadamente M. tuberculosis - principal agente da

tuberculose humana, e M. caprae - associado a tuberculose em caprinos.

Os métodos de diagndstico convencional da tuberculose ndo diferenciam entre as vérias
espécies do MTC, cuja discriminacdo ¢ normalmente apenas possivel com recurso ao
diagndstico molecular, nomeadamente a andlise de polimorfismos do gene gyrB.
Recentemente, t€m sido descritas varias Regides de Diferenca (RDs) no genoma destas

espécies cuja andlise se apresenta como alternativa fidvel para a sua identificagao.

Realizou-se neste trabalho um estudo comparativo in silico que permitiu desenhar conjuntos
de primers para analisar a presenca ou auséncia de determinadas RDs nas espécies do MTC.

Esta abordagem possibilitou uma fécil e rapida discriminaga@o entre estas espécies.

Paralelamente, recorreu-se a nanossondas de ouro coloidal para identificar os principais
membros do MTC tendo como alvo o gene gyrB. Foram desenhadas trés nanossondas - uma
para identificagdo do complexo, uma especifica para M. bovis e outra para M. tuberculosis. Os
resultados obtidos sugerem a possibilidade de utilizacdo desta abordagem na identificacdo

especifica de membros do MTC.

Palavras-chave: Tuberculose bovina; Complexo Mycobacterium tuberculosis; Mycobacterium

tuberculosis; Mycobacterium bovis; Nanossondas de ouro



Abstract

Bovine tuberculosis is a major animal disease with high economic impact. The etiologic agent
of this disease is the bacterium Mycobacterium bovis, which, besides affecting cattle, also
causes tuberculosis in other mammalian species, including humans. This mycobacterium
belongs to the Mycobacterium tuberculosis complex (MTC), which includes species
phylogenetically very close, particularly M. tuberculosis - main agent of human tuberculosis,

and M. caprae - associated with tuberculosis in goats.

The conventional methods of diagnosis of tuberculosis does not differentiate between the
various species of the MTC, the discrimination is only possible using molecular diagnosis,
e.g. analysis of polymorphisms of the gyrB gene distinguishes between key members of the
MTC. Recently, several Regions of Difference (RDs) have been described in the genome of

these species whose analysis is presented as a reliable alternative for identification.

An in silico comparative study has been done allowing design sets of primers to analyze the
presence or absence of RDs in certain species of the MTC. This approach allowed the easy

and quick discrimination between these species.

In parallel, were used colloidal gold nanoprobes to identify key members of the MTC, using
as a target the gyrB gene. Three nanoprobes were designed - one for identification of the
complex, one specific for M. tuberculosis and one specific for M. bovis. The results indicate

the possibility of using this approach in identifying specific members of the MTC.

Keywords: Bovine tuberculosis; Mycobacterium tuberculosis complex; Mycobacterium

tuberculosis; Mycobacterium bovis; Gold nanoprobes
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1. Introducao

A tuberculose € uma grave doenca epidémica e infecto-contagiosa a nivel global, responsédvel
pela morte de aproximadamente dois milhdes de pessoas por ano, estimando-se que um ter¢o
da populagdo mundial esteja infectada de forma latente (Etter et al., 2006). Apesar de curével,
a tuberculose € ainda em muitos paises a principal causa de morte no Homem, registando-se
um aumento do nimero de casos de pessoas infectadas em muitas regides do globo. Esta
doenca representa assim, ainda, um grave problema de satude publica (Etter et al., 2006). De
acordo com os dados da Direccao Geral de Saude (DGS), em Portugal, em 2008 foram
diagnosticados 2916 casos de tuberculose. Os esforcos feitos no sentido de atenuacdo e
prevencdo desta doenca em Portugal resultaram na diminuicdo significativa dos casos

registados nas duas ultimas décadas.

Sendo uma das doencas infecciosas documentadas desde mais longa data, apenas em 1882 foi
descoberto o bacilo de Koch, o principal agente etiolgico da tuberculose (Zink et al., 2007).
Sabe-se hoje que esta doenca € provocada por varios membros do complexo Mycobacterium
tuberculosis (MTC), um grupo de espécies filogeneticamente muito préximas, entre elas,
nomeadamente: M. tuberculosis, o principal agente da tuberculose humana; M. bovis e M.
caprae, mais associados a tuberculose em bovinos e caprinos, respectivamente; M. africanum;
e M. microti (Brosch et al., 2002). No género Mycobacterium, além de M. tuberculosis,
reconhecem-se cerca de 120 outras espécies, entre as quais pelo menos 20 a 30 podem causar

doenca no homem (Smith ez al., 2009) (Tabela 1.1).

A tuberculose tem apresentado constantemente novos desafios nas dreas da Medicina e
Microbiologia, nomeadamente respeitantes ao seu diagndstico e profilaxia. Mais
recentemente, com a sequenciacdo dos genomas de Mycobacterium tuberculosis e de outros
membros do MTC, surgem novas oportunidades para um diagndstico e tratamento mais

eficientes desta doenca.



Tabela 1.1. Classificacdo clinico-patolégica das micobactérias mais frequentes em Medicina
Humana

Classificacao Espécie

M. tuberculosis; M. bovis; M. africanum;
Estritamente patogénicos, ou patogénicos estritos M. leprae; M. ulcerans; M. szulgai;
M. marinum.

M. avium; M. intracellulare;
M. scrofulaceum; M. kansasii;
Potencialmente patogénicos, ou oportunistas M. xenopi; M. haemophilum;
M. genavense; M. simiae;
M. malmoense.

M. fortuitum; M. peregrinum,
M. chelonae; M. abscessus;
M. thermoresistibile; M. gordonae;
M. triviale; M. gastri; M. terrae;
M. flavescens, entre outras...

Raramente patogénicos, comensais ou saprofitas

1.1. O Complexo Mycobacterium tuberculosis

O género Mycobacterium é um dos géneros bacterianos descritos ha mais tempo, pertence a
familia Mycobacteriaceae da ordem Actinomycetales e inclui mais de 120 espécies
validamente descritas (Smith et al., 2009). Sdo bactérias Gram-positivas, com forma de
bastonete, aerdbias, imdveis e ndo esporuladas. A sua temperatura Optima de crescimento
varia entre os 30 °C e 45 °C (Rastogi e Sola, 2001). A caracteristica mais peculiar do género
consiste na complexidade da sua parede celular, tinica entre os procariotas, constituida por
uma elevada percentagem de lipidos, que incluem &cidos micélicos de 60 a 90 carbonos

(Takayama et al., 2005).

As espécies de Mycobacterium agentes de tuberculose agrupam-se no chamado Complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTC), cujos membros partilham cerca de 99,95% de homologia
de sequéncias ao nivel nucleotidico (Sreevatsan et al., 1997; Mostowy et al., 2005). O MTC ¢
assim constituido por vdrias espécies e subespécies com importancia clinica humana e
veterindria: Mycobacterium canettii; Mycobacterium africanum; Mycobacterium pinnipedii;
Mycobacterium microti; Mycobacterium caprae; Mycobacterium bovis; e Mycobacterium
tuberculosis (van Soolingen et al., 1997; Aranaz et al., 2003; Cousins et al., 2003). H4 no

entanto que realcar que a comunidade cientifica ainda nao chegou a um consenso sélido
2



relativamente ao nimero de espécies que efectivamente constituem o complexo. Por exemplo,
alguns autores defendem que a estirpe vacinal, M. bovis BCG, é uma subespécie de M. bovis,
enquanto outros classificam M. bovis BCG como uma espécie filogeneticamente préxima,

mas distinta.

Todos os membros do MTC t€m preferéncia por determinado hospedeiro. Por exemplo, M.
tuberculosis, o principal agente da tuberculose humana, estd quase sempre associado ao
humano. J4 os representantes de M. bovis sdo encontrados principalmente associados aos
bovinos, M. caprae aos caprinos € M. pinnipedii aos mamiferos marinhos (Brosch et al.,
2000). Contudo, a adaptagdo destas espécies a cada hospedeiro nio € necessariamente estrita
como o € para outras bactérias patogénicas. Todos os membros do MTC podem causar doenca
em humanos e noutros mamiferos que nao eram inicialmente considerados como hospedeiros
primdrios (Tabela 1.2) (Smith et al., 2009). E de realcar que M. bovis e M. caprae
representam um elevado potencial zoonoético de transmissdo ao Homem (Kubica et al. 2003;
Thoen et al. 2006). Existem evidéncias que apontam para a possibilidade de transmissao
pessoa-a-pessoa das espécies zoondticas de Mycobacterium (Evans et al., 2007), mas as
principais vias de transmissdo sdo o contacto com animais infectados e a ingestdo de
lacticinios incorrectamente pasteurizados ou ndo pasteurizados (O’Reilly e Daborn 1995;

Etter et al., 2006).

O genoma dos membros do MTC € mais extenso relativamente ao de outros microrganismos
intracelulares, com aproximadamente 4,4 milhdes de pares de bases. Este genoma contém
ainda um elevado contetido em GC, de 65%. A troca de material genético, como por exemplo
a transferéncia horizontal de genes, é praticamente inexistente nestas espécies o que se traduz
numa evolu¢do maioritariamente clonal, assentando em delec¢des de sequéncias nucleotidicas
extensas (LPS, do Inglés Large Sequence Polymorphisms), rearranjos € mutagdes pontuais no
cromossoma (Brosh et al., 2002; Springer et al., 2004). Como foi referido anteriormente, os
membros do MTC sdo caracterizados por possuirem 99,95% de semelhanca entre eles, com
uma muito reduzida diversidade genética ao nivel nucleotidico (Sreevatsan et al., 1997).
Apesar do elevado grau de conservacdo dos seus genomas, as espécies do MTC demonstram
importantes diferencas fenotipicas, adaptacdes a diferentes hospedeiros e evidenciam

diferentes graus de viruléncia para o Homem (Brosch et al., 2000).



Tabela 1.2. Espécies pertencentes ao Complexo Mycobacterium tuberculosis e respectivos

hospedeiros

Espécie

Hospedeiro

primario

Outros

hospedeiros

Caracteristicas

M. tuberculosis

Humano

Outros mamiferos

Espécie quase exclusiva do Humano, contudo
existem registos de infecgdes noutros mamiferos
(Montali et al., 2001; Michel et al., 2003; Lewerin et
al., 2005; Amado et al., 2006).

M. bovis

Bovinos

Ovinos, caprinos,
caninos, felinos e
Humano

Espécie com maior nimero de possibilidades de
hospedeiros (Liebana et al., 1997; Rastogi e Sola,
2001; Malone et al., 2003; Ellis et al., 2006; Monies
et al., 2006).

M. caprae

Caprinos

Humano

Foi considerada uma subespécie de M. bovis, mas as
diferencas genéticas levaram a que fosse considerada
uma espécie distinta (Aranaz et al., 1999).

M. africanum

Humano

Espécie fenotipicamente intermédia entre M.
tuberculosis e M. bovis e cuja drea de incidéncia se
restringe quase exclusivamente ao continente
Africano. Estdo descritas duas variedades (Haas et
al., 1997).

M. microti

Roedores

Humano

Grau de patogenicidade inferior aos das restantes
espécies, sendo uma potencial substituta das estirpes
vacinais BCG (Kremer et al., 1998; van Soolingen et
al., 1998; Brodin et al., 2004).

M. canettii

Humano

Espécie mais divergente do MTC e alegadamente
mais proxima da espécie ancestral precursora deste
complexo (Brosch et al., 2002; Fabre et al., 2004;
Gutierrez et al., 2005).

M. pinnipedii

Focas

Humano

Outros mamiferos

Espécie isolada pela primeira vez em focas na
América do Sul apresentando lesdes de tuberculose
(Zumarraga et al., 1999), tendo sido também
associada a casos de tuberculose noutros mamiferos
em parques zooldgicos (Moser et al., 2008).




Durante muito tempo, a espécie Mycobacterium bovis foi apontada como a precursora das
restantes espécies actuais do complexo por ter um vasto conjunto de hospedeiros.
Mycobacterium tuberculosis teria evoluido a partir de M. bovis por fendmenos de adaptacio e
especializacdo ao Homem (Diamond, 2002). No entanto, esta hip6tese foi abandonada apds a
andlise das sequéncias dos genomas das espécies do MTC (Cole et al., 1998; Fleischmann et
al., 2002; Garnier et al., 2003). Foram identificadas no genoma de M. bovis deleccdes
irreversiveis de determinadas regides cromossémicas, denominadas Regides de Diferenca
(RDs, do Inglés, Regions of Difference), em niimero bastante superior comparativamente aos
restantes membros do complexo. O resultado da andlise destas delec¢des permitiu a Brosch e
colaboradores (2002) tracar uma nova 4arvore filogenética para este complexo, mais tarde
confirmada por outro estudo independente (Mostowy et al., 2005), em que M. bovis e M.
bovis BCG aparecem como os ultimos descendentes desta filogenia (Figura 1.1). Por
exemplo, todas as estirpes vacinais existentes de M. bovis BCG partilham a delec¢dao da
regido RD1 comparativamente aos restantes membros do complexo, o que leva a suspeitar do

importante papel desta regido na viruléncia das espécies patogénicas.

Foram produzidas outras filogenias para o MTC com recurso a outros marcadores
moleculares, em particular a identificacdo de SNPs (do Inglés, Single Nucleotide
Polymorphisms), que representam polimorfismos genéticos numa s6 base nucleotidica
(Gutacker er al., 2002; Baker et al., 2004; Huard et al., 2006; Karboul ef al., 2006; Alland et
al., 2007). O conjunto dos membros do MTC que t€ém nos animais os seus hospedeiros
principais apresenta em comum nao s a auséncia da RD9, que estd no entanto presente em
M. tuberculosis, mas também outras particularidades noutros marcadores, nomeadamente nas
sequéncias espacadoras delectadas da regido DR (do Ingl€s, Direct Repeats) e mutagdes em
determinados genes. Recentemente, Smith e colaboradores (2009) propuseram uma 4rvore
filogenética global para o MTC, congregando a informacdo de todos estes marcadores

moleculares (Figura 1.2), que vem confirmar os trabalhos de Brosch e colaboradores (2002).
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Figura 1.1. Filogenia do Complexo Mycobacterium tuberculosis baseada na andlise das Regides de Diferenca.
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Figura 1.2. Evolu¢do dos membros do Complexo Mycobacterium tuberculosis desprovidos de RD9. As espécies
antecessoras estdo numeradas de Ancl a Anc6 (Adaptado de Smith et al., 2006; Smith et al., 2009).



1.2. A tuberculose bovina

A tuberculose bovina é uma importante doenga animal crénica e debilitante. Trata-se de uma
zoonose com elevado impacto sécio-econémico, decorrente da baixa produtividade dos
bovinos e do custo associado aos programas de controlo e erradica¢do da doenga, consistindo
também um risco importante para a saide publica (Kantor e Rittaco, 1994; Acha e Szyfres,
2001). O principal agente etioldgico desta doenga € a bactéria Mycobacterium bovis. Como ja
referido atrds, além do M. bovis afectar os bovinos, também pode causar tuberculose noutras
espécies de mamiferos, incluindo o Homem. A tuberculose bovina apresenta uma evolucdo
clinica preponderantemente cronica, com o desenvolvimento de lesdes granulomatosas
tipicas, principalmente no pulmdo e nddulos linfaticos, apesar de qualquer 6rgdo poder ser
afectado. As principais vias de infeccdo da tuberculose bovina nos animais sdo o contdgio
directo por inalagdo, por ingestdo e, menos frequente, por via congénita. A forma de
transmissdo mais comum € directamente por via aerdgena, devido também a elevada taxa de
sobrevivéncia do agente etiologico em aerossdis (Gannon et al., 2007). O contdgio por via
indirecta também pode ocorrer em virtude de M. bovis ser resistente a condicdes ambientais
adversas, conseguindo sobreviver durante mais de 74 dias em fémites e entre dois a seis
meses em fezes, consoante as condi¢des de humidade e temperatura (Phillips et al., 2003). A
localizagdo anatémica das lesdes sugere a via de infeccdo mais provavel: lesdes hepdticas
indicam a infeccdo congénita, lesdes intestinais a infec¢do por via digestiva e as lesdes no

aparelho respiratério a via aerogena.

Apesar de M. tuberculosis ser a principal causa da tuberculose em humanos, a espécie M.
bovis € responsavel entre 0,5 a 7,2% dos casos de tuberculose humana em paises
industrializados e estima-se que € responsdvel por 10 a 15% de novos casos nos paises em
vias de desenvolvimento (Rua-Domenech, 2006). Os estudos sobre a prevaléncia de
tuberculose humana causada por estas espécies em Portugal sdo escassos. Foi sugerido que
3,4% dos casos de tuberculose detectados no Hospital Amadora-Sintra entre 1999 e 2002
foram causados por M. bovis, mas estudos posteriores ndo confirmaram a classificacdo dos
isolados (David et al., 2005), evidenciando a fragilidade dos métodos utilizados na sua

identificagdo.

Assim como a tuberculose humana, a tuberculose bovina possui distribuicdo mundial e

assume grande importancia em todo o mundo. Esta doenga, apesar de ter sido erradicada ou



eficientemente controlada nos paises mais desenvolvidos, continua a causar importantes
problemas no desenvolvimento pecudrio de um grande nimero de paises em vias de
desenvolvimento (O’ Reilly e Daborn, 1995; Cosivi et al., 1998; Etter et al., 2006). Em
Portugal, todos os anos os custos sdo elevados, decorrentes das indemnizag¢des aos produtores,
abate de animais infectados e iniciativas de controlo e erradicacdo da doenca. Nao obstante o
esforco por parte das autoridades veterindrias, a erradicacdo da tuberculose bovina ainda ndo
foi alcancada em Portugal, embora a prevaléncia seja baixa no contexto Europeu. A
diminui¢do dos valores da incidéncia da tuberculose bovina foi registada desde 1997
(Reviriego Gordejo e Vermeersch, 2006; Plano Nacional de Erradicacdo da Tuberculose
Bovina, DGV, 2009). Em 2007, a prevaléncia reportada nos efectivos bovinos foi de 0,04%
contra 0,07% e 0,09% em 2005 e 2004, respectivamente. Como se pode visualizar na Tabela
1.3, tem existido um ligeiro decréscimo da prevaléncia da doenca em Portugal, verificando-se

um decréscimo de 0,06% em 7 anos (DGV, 2009).

Tabela 1.3. Prevaléncia da tuberculose bovina em Portugal (Adaptado de DGV, 2009)

Ano N° total de animais N° ar.li.mais % AnirrAlais. posi.tivos
testados positivos (Prevaléncia animal)

2000 808.214 830 0,10

2001 783.680 546 0,07

2002 776.231 716 0,09

2003 958.306 1.221 0,13

2004 984.527 856 0,09

2005 976.532 647 0,07

2006 976.893 425 0,04

2007 1.006.908 414 0,04




1.3. Diagnostico da tuberculose bovina

Uma vez que a tuberculose bovina se manifesta como um problema de saide publica, é
imperativo o desenvolvimento e aperfeicoamento de novas metodologias para um diagndstico
mais eficiente desta patologia, sejam elas convencionais ou moleculares, tornando-se uma
prioridade de investigacdo internacional. A identificacdo laboratorial rdpida e especifica dos
agentes etioldgicos desta doenca revela-se assim de extrema importancia, contribuindo para
um melhor conhecimento da sua epidemiologia e levando, em ultima andlise, a um controlo

mais efectivo da infeccao.

1.3.1. Métodos convencionais de diagnéstico

Tradicionalmente, o combate a tuberculose bovina faz-se pela implementa¢do de uma rotina
de testes tuberculinicos para a certificagdo de exploracdes livres e o abate de animais
infectados. Esta estratégia representa um passo importante para a erradicacdo e vigilancia da
doenca. Para fazer o diagndstico definitivo da tuberculose bovina, é necessdrio o cultivo e a
identificacdo do agente etioldgico a partir das amostras bioldgicas infectadas. No método de
visualizagdo microscépica directa de micobactérias em esfregacos € usada preferencialmente
a coloracdo especifica de Ziehl-Neelsen. Esta técnica, apesar de rdpida e barata, sé consegue
revelar a presenca de bacilos dlcool-4cido resistentes (BAAR) em concentragdes superiores a
10* bactérias por ml, sendo que esta técnica ndo permite também a distin¢cao entre os membros
da familia Mycobacteriaceae. Deste modo, embora a demonstragao microscopica de BAAR
nos produtos bioldgicos corresponda na maioria dos casos a tuberculose, a baixa sensibilidade
e especificidade desta técnica tornam imperativo o recurso a métodos culturais de diagndstico.
No entanto, o crescimento dos agentes nos meios de cultura laboratoriais é extremamente
fastidioso. O isolamento em cultura de M. bovis pode demorar seis semanas, ocorrendo
frequentemente problemas de contaminag¢do, sendo a adicdo de antimicrobianos aos meios de
cultura muitas vezes incapaz de contornar este problema. Outras espécies de Mycobacterium
revelam-se ainda mais fastidiosas do que M. bovis, como por exemplo Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis, cuja cultura pode chegar a seis meses, ou niao sio cultivdveis de
todo, como no caso de Mycobacterium leprae. Alids, a velocidade de crescimento das
micobactérias em meios de cultura especificos tem sido adoptada como um dos principais

critérios de classificacdo deste género, separando-o em dois grupos principais: as
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micobactérias de crescimento rdpido (inferior a 7 dias), que incluem as espécies saprofitas
como M. smegmatis, e as de crescimento lento (superior a 7 dias), que incluem as espécies
patogénicas para o Homem e para os animais, e que requerem factores especificos de
crescimento. Deste modo, as técnicas microbioldgicas cldssicas usadas no isolamento de
micobactérias revelam uma baixa sensibilidade, sendo também muito demoradas chegando,
como descrito atrds, a ser necessdrias varias semanas para o isolamento e a identificagcdo final
da espécie. Em microrganismos cujo desenvolvimento em meios de cultura convencionais €
extremamente fastidioso, como é o caso das micobactérias patogénicas, o recurso a testes
moleculares de diagndstico, que encurtam o tempo de resposta do laboratério, revela-se

aliciante.

1.3.2. Métodos moleculares de diagnéstico

O mercado global do Diagnéstico In Vitro (IVD) apresenta um crescimento de 6% ao ano,
com dominio do diagndstico quimico e imunodiagndstico, num valor estimado em €30.000
milhdes para 2009 (“Worldwide Market for In Vitro Diagnostic Tests”, Kalorama
Information, 2008). O mercado do IVD veterinario corresponde a cerca de 3% deste valor.
Entre os segmentos mais promissores do IVD, com crescimento de 20% ao ano, encontra-se o
diagndstico molecular, principalmente baseado na andlise de 4cidos nucleicos (80% deste
segmento corresponde ao diagndstico de doengas infecciosas). Ao diagndstico molecular
estdo normalmente associados melhoramentos na sensibilidade, especificidade e tempo de
resposta em relacdo aos métodos convencionalmente utilizados. A tendéncia do mercado ser4,
alids, a crescente substituicdo dos métodos convencionais pelos moleculares, com &nfase para

os testes rapidos.

No diagnéstico da tuberculose humana, a identificacdo especifica da espécie de micobactéria
que provoca a infeccdo assume cada vez maior importancia, ndo s6 para o estudo da
epidemiologia desta doenga infecciosa mas também para orientacdo do tratamento. Por
exemplo, a espécie M. bovis € intrinsecamente resistente a pirazinamida, um antibidtico usado
no tratamento da tuberculose (Scorpio e Zhang, 1996). Também na &4rea veterindria ¢é
importante a diferenciacdo entres as espécies do complexo M. tuberculosis, nomeadamente no
estudo da epidemiologia das doencas que estas espécies provocam. O diagnéstico

convencional da tuberculose animal e humana, no entanto, nao diferencia normalmente entre
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as vdrias espécies do complexo. Esta discriminacdo, na maior parte dos casos, é apenas
possivel com recurso ao diagndstico molecular. A andlise de polimorfismos do gene gyrB por
PCR-RFLP permite distinguir entre os principais membros do complexo, com excep¢ao de M.
tuberculosis € M. africanum tipo II (Niemann et al., 2000). A anélise dos polimorfismos do
gene gyrB tem sido também utilizada noutros géneros bacterianos para a diferenciacdo de
espécies e inferéncia de filogenias. Outra abordagem molecular é a andlise de algumas
Regides de Diferenca no genoma destas espécies (Brosch et al., 2002; Mostowy et al., 2002).
Como j4 atras referido, o padrao da presenca, ou auséncia, de algumas RDs parece reflectir a
sua historia evolutiva, pelo que a respectiva andlise se apresenta como uma alternativa fidvel
para uma correcta identificacdo destas espécies (Huard et al., 2003; Warren et al., 2006;
Pinsky e Banaei, 2008). Também a diferenciacdo entre as estirpes virulentas e vacinais (BCG)
€ possivel através da anédlise das RDs. Verifica-se, nas estirpes BCG, a auséncia de RDs onde
se localizam genes envolvidos na producdo de factores de viruléncia (por exemplo proteina

ESATO).

Ao longo dos ultimos anos tém sido publicados intimeros métodos para a detec¢do e
identificacdio moleculares para micobactérias, alguns dos quais ja numa fase de
comercializacdo, baseados quer na hibridagdo com sondas (p.e. AccuProbe e Gen-Probe),
quer na amplificacio de sequéncias por PCR. Tem existido um esforco por parte da
comunidade cientifica, no sentido de continuar a testar e a desenvolver novos métodos de
diagnéstico potencialmente mais sensiveis, permitindo a aplicacdo destes testes directamente
em amostras clinicas. Particularmente promissoras para o diagndstico de Tuberculose
afiguram-se as técnicas baseadas em PCR em tempo real. Por exemplo, Pinsky e Banaei
(2008) desenvolveram um método baseado em PCR em tempo real para a identificacao de
membros do MTC, tendo em conta a andlise de delec¢des gendmicas. Também Mishra e
colaboradores (2005) apresentaram outra abordagem molecular, com base na andlise do gene
hupB pela técnica de nested-PCR, para a identificacdo e deteccdo directas de M. tuberculosis
e de M. bovis em amostras bioldgicas de origem animal. Vdrias regides gendmicas tém sido
usadas como alvo para a identificac¢do e deteccdo de membros do MTC. Por exemplo a anélise
do gene mip40, que codifica para uma fosfolipase C, foi usada para diferenciar entre M.
tuberculosis € M. bovis, estando este gene ausente na segunda espécie. No entanto, foi ja
descoberto que este gene estd também ausente em algumas estirpes de M. tuberculosis

(Vincent et al., 2003). O pseudogene oxyR e o gene pncA, que codifica para a pirazinamidase
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(Sreevatsan et al., 1996; Monteros et al., 1998; Barouni et al., 2004), apresentam, cada um,
um polimorfismo numa s6 base entre M. bovis e M. tuberculosis, nao permitindo no entanto a
diferenciacdo de outros membros do complexo, como M. africanum (Vincent et al., 2003).
Noutro exemplo, o gene hupB que codifica para uma histona, permite apenas também a

diferenciacdo entre M. tuberculosis € M. bovis (Prabhakar et al., 2004; Mishra et al., 2005).

Os métodos moleculares revelam-se promissores para um diagndstico mais rdpido e
especifico da tuberculose animal e humana, contudo € necessdrio torna-los mais simples,
acessiveis e estandardizados para uma utilizacdo mais ampla e efectiva na rotina clinica

laboratorial.

1.4. Nanotecnologia e nanodiagnéstico

O crescente interesse em materiais e dispositivos cada vez mais pequenos provocou na ciéncia
uma concentragdo de esforcos de forma a trabalhar em escalas cada vez menores. Esta
demanda provocou o surgimento de uma nova designagdo para a tecnologia, a nanotecnologia
(Jain, 2003). Este novo ramo pode assim ser definido como a tecnologia capaz de produzir e
aplicar estruturas, aparelhos, dispositivos e sistemas, com controlo de forma e tamanho numa
escala nanométrica (Figura 1.3) e a exploracdo de novas propriedades e fendmenos que se

desenvolvem a essa escala.
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Figura 1.3. Escala nanométrica — exemplos bioldgicos de alguns organismos e estruturas, desde a escala
micrométrica ate a escala nanométrica (Adaptado de: http://ifs.massey.ac.nz/undergrad/degrees/nanoscience).
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O conceito de bionanotecnologia, onde se inclui o nanodiagndstico, surge do
desenvolvimento de novas metodologias e novas plataformas a nanoescala com aplicacdo
biologica, nomeadamente para o desenvolvimento de biossensores, nanodiagndstico de
doencas infecciosas, detec¢do de acidos nucleicos, detec¢do de SNPs, “drug delivery”, terapia

génica, entre outras aplicacdes (Jain, 2003).

A utilizacdo de nanoparticulas (NPs) no desenvolvimento de métodos moleculares de
diagnéstico revela-se bastante promissora, particularmente as nanoparticulas de metais nobres
como o ouro (Baptista et al., 2008; Wilson, 2008). As NPs t€m um tamanho entre 1 ¢ 500 nm
e podem-se encontrar dispersas em meio sélido, liquido ou gasoso. A maior parte apresenta
uma forma esférica, com propriedades fisicas e quimicas especificas que permitem a sua
deteccao, anélise e quantificagdo de uma maneira mais eficiente. As NPs metélicas podem ser
constituidas por diversos metais nobres, tais como: Au, Pt, Ag. De todas as nanoparticulas
metélicas, as nanoparticulas de ouro (AuNPs) sdo as que maior interesse despertaram e
levaram ao estudo intensivo das suas propriedades Opticas, magnéticas e eléctricas. Quando
excitadas por um campo electromagnético incidente, estas nanoparticulas produzem o
denominado efeito de ressonancia do plasmao de superficie (SPR, do Inglés, Surface Plasmon
Resonance), que consiste na oscilagdo colectiva de electrdes livres na superficie da particula,
produzindo propriedades de absor¢do e dispersdo eléctrica intensas. A SPR vai depender do
tamanho da particula, do material de que é composta e da sua forma. A ressonincia do
plasmao de superficie das nanoparticulas de ouro é responsédvel pelas suas cores intensas. Em
solugdo, as nanoparticulas de ouro monodispersas demonstram uma cor vermelha, com o pico
da banda de SPR na regido dos 520 nm. Contrariamente, uma solu¢do contendo
nanoparticulas de ouro agregadas demonstra a cor azul, correspondendo a um deslocamento

para o vermelho (red-shift) do pico da banda de SPR para aproximadamente 600 nm.

As AuNPs podem ser sintetizadas através de diferentes métodos (Grzelczak et al., 2008),
sendo o mais simples € comum o da redu¢do de um sal de ouro com citrato, obtendo-se uma
solucdo coloidal de NPs quasi-esféricas relativamente monodispersas com um didmetro entre
os 10 e 20 nm (Kimling et al., 2006). Estas nanoparticulas podem ser funcionalizadas com
oligonucledtidos tiolados (Storhoff et al., 1998), obtendo-se as chamadas nanossondas de
ouro (Au-nanossondas). Em 1996, Mirkin e colaboradores descreveram pela primeira vez um
método de deteccdo colorimétrico de DNA baseado em nanossondas de ouro (Mirkin ef al.,

1996). O método consiste na utilizagao de oligonucleétidos de DNA de cadeia simples que
13



podem ser detectados através de duas nanossondas diferentes, cada uma funcionalizada com
um oligonucledtido complementar a uma das regides do alvo. A hibridagdao do alvo com as
duas nanossondas resulta na formac¢do de uma rede polimérica (método de “cross-linking’)
que promove a aproximacdo das nanoparticulas de ouro o suficiente para resultar numa

alteracdo de cor da solucao de vermelho para azul.

Uma outra estratégia, recorre a uma Unica sonda que hibrida com os fragmentos de DNA alvo,
e em que um aumento da forca idnica da solucdo provoca a agregacdo das nanoparticulas,
provocando um red-shift do pico da SPR (solucdo de cor azul). A presenca em solugdo de
acidos nucleicos com uma sequéncia complementar a da nanossonda estabiliza o sistema e a
solucdo mantém a cor vermelha inicial. A auséncia de uma sequéncia complementar nao
impede a agregacdo das nanoparticulas e a solucdo muda a cor para azul, observavel
visualmente, podendo ser confirmada por espectrofotometria no visivel. Este método de
deteccao colorimétrico, cuja agregacdo das nanossondas de ouro € induzida pelo aumento da
concentracdo de sal na solucdo, € denominado de método “non-cross-linking” e tem sido
utilizado para a deteccao de sequéncias especificas de DNA e RNA, incluindo a
caracterizacdo de mutagdes e polimorfismos de nucledtido tnico (SNPs) (Sato et al., 2006;
Doria et al., 2007), o estudo de expressao génica (Huber et al., 2004; Baptista et al., 2005) e a
deteccao e identificacdo de agentes patogénicos, nomeadamente Mycobacterium tuberculosis

(Baptista et al., 2006).
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1.5. Objectivos do trabalho realizado e plano da dissertacao

O presente trabalho teve como objectivo global desenvolver métodos de identificacdo
molecular que possibilitem discriminar entre as principais espécies do Complexo
Mycobacterium tuberculosis a partir das suas culturas purificadas. Os métodos desenvolvidos
deveriam ser passiveis de aplicacdo futura na rotina clinica laboratorial e servir de base ao
desenvolvimento posterior de métodos de diagndstico molecular da tuberculose bovina
directamente a partir de amostras bioldgicas animais. Neste contexto, foram definidos os

seguintes objectivos especificos:

v' Realizar uma andlise comparativa in silico das sequéncias nucleotidicas de
membros do Complexo Mycobacterium tuberculosis, com énfase para as regides de
diferenca (RDs) e do gene gyrB, de modo a desenhar primers e/ou sondas

oligonucleotidicas discriminantes entre as varias espécies do complexo

v" Implementar um sistema baseado em PCR para a identificagdo dos principais
membros do complexo Mycobacterium tuberculosis, baseado na andlise do padrao

de presenca/auséncia de RDs relevantes

v" Implementar um sistema baseado na hibridagdo com nanossondas de ouro para a
identificacdo dos principais membros do complexo, baseado na andlise de

polimorfismos do gene gyrB no genoma destas espécies

7z

Esta dissertagao divide-se em quatro sec¢des. Na primeira sec¢do € apresentada uma
introducdo tedrica enquadrando o tema em estudo. Na segunda seccdo sdo apresentados os
materiais e métodos utilizados no decurso do trabalho. Na terceira sec¢do sido apresentados os
resultados obtidos e uma discussdo critica sobre os mesmos. Na quarta, e ultima seccdo, sdo
tecidas algumas consideracdes finais sobre o trabalho, os principais resultados obtidos e

sugestoes de trabalho futuro.
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2. Materiais e métodos

2.1. Entidades

Este trabalho foi realizado na Unidade de Sanidade Animal do Laboratério Nacional de
Investigacdo Veterindria (LNIV/INRB, I. P.) e no Centro de Investigacio em Genética
Molecular Humana do Departamento de Ciéncias da Vida da Faculdade de Ciéncias e

Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa (CIGMH-DCV/FCT/UNL).

2.2. Estirpes analisadas e extracciao de DNA

As estirpes bacterianas utilizadas neste trabalho, incluindo as micobactérias pertencentes ao
Complexo Mycobacterium tuberculosis e outras usadas como controlo, estdo indicadas na
Tabela 2.1. A identificacdo de cada estirpe foi certificada pelo LNIV, o laboratério de
referéncia Portugués para a tuberculose bovina, onde as culturas sdo também mantidas em
coleccdo. A técnica de gyrB-PCR-RFLP € usada rotineiramente neste laboratério para a
identificacdo das espécies do MTC (Duarte et al., 2008). O crescimento das estirpes € a
extrac¢do de DNA a partir das culturas foram realizados de acordo com procedimentos
estandardizados (Amaro et al., 2008). Resumidamente, as culturas foram crescidas em meio
liquido (Bactec), seguindo-se a extrac¢do do DNA gendmico utilizando um método de
disrupcdo mecénica com microesferas combinado com uma lise enzimdtica das paredes
micobacterianas. O DNA extraido foi purificado com fenol-cloroférmio e precipitado com
etanol, apés o que foi dissolvido em d4gua bidestilada estéril e quantificado por

espectrofotometria.
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Tabela 2.1. Estirpes bacterianas utilizadas neste trabalho

Espécie Estirpe*
. . ATCC 25177
Mycobacterium tuberculosis LNIV 9605
ANS

LNIV: 13027; 5530/0/05; 11265; 7230/4;
14421/2; 24497/6; 8855; 5889; 10044;
14577; 13280/6; 13280/4; 34875; 20564
Mycobacterium bovis
**FLNIV: 17010; 21136; 19489; 20331;
20332; 20408; 28840/2; 28646; 28430;
26807; 28472; 28473; 28843; 29577/1;
29968

Mycobacterium bovis BCG ATCC 27291

. LNIV: 17320; 4958/0/05; 8403; 15244;
Mycobacterium caprae

20752
Mycobacterium avium subsp. avium ATCC 252917
Mycobacterium avium subsp. LNIV 39888
paratuberculosis
Mycobacterium avium subsp. hominissuis LNIV 23063/4
Corynebacterium striatum LNIV 12352

*ATCC, American Type Culture Collection; LNIV, Laboratdrio Nacional de Investigacdo Veterindria, Portugal.
**Bstirpes sujeitas aos testes de identificagdo molecular desenvolvidos no presente trabalho, mas em que a

respectiva identificacdo oficial do LNIV foi comunicada ao operador apenas apds a realizagdo dos mesmos
(blind-tests).

2.3. Desenho de primers e sondas de DNA

Gene gyrB

A andlise comparativa de sequéncias do gene gyrB de micobactérias foi efectuada através do
alinhamento das sequéncias, usando o programa CLUSTAL X v2.0 (Larkin et al., 2007). As
sequéncias nucleotidicas representativas das espécies do Complexo Mycobacterium
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tuberculosis, e de outras espécies controlo, foram recolhidas a partir da base de dados do
National Center for Biotechnology Information, USA (GenBank) com os seguintes niimeros
de acesso: ABO014184 para M. bovis; 780233 para M. tuberculosis; AJ749915 para M.
canettii; AJ276122 para M. caprae; AB014192 para M. africanum; ABO014205 para M.
microti; AB014202 para M. gastri; AB014189 para M. avium subsp. avium; e EU029114 para
M. avium subsp. paratuberculosis. Foram seleccionados segmentos oligonucleotidicos no
gene gyrB que possibilitassem identificar os membros do MTC e discriminar entre as
principais espécies deste complexo, nomeadamente M. tuberculosis e M. bovis (Tabela 2.2).
Os oligonucledtidos tiolados especificos foram adquiridos a empresa STAB Vida (Portugal) e
usados para produzir nanossondas de ouro. A especificidade das sondas de DNA desenhadas

foi testada in silico usando as ferramentas BLAST do GenBank.

Regides de Diferenca (RDs)
As sequéncias das RDs das micobactérias analisadas neste trabalho foram recolhidas a partir
do GenBank e analisadas como descrito atrds para o gene gyrB. Foram assim desenhados

primers que permitem amplificar segmentos especificos internos as Regides de Diferenca

RDI1, RD4 e RD9 (Tabela 2.2).
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Tabela 2.2. Sequéncias dos primers e sondas de DNA utilizados neste trabalho

Designacao Sequéncia (5’-3’) Alvo Obs.

Primers para amplificacao gene gyrB

MTUB-f  TCG GAC GCG TAT GCG ATA TC
Kasai et al.
MTUB-r  ACA TAC AGT TCG GAC TTG CG gyrB (MTC) 2000)

Primers para amplificacao das Regioes de Diferenca (RDs)

F3-RDl1 TTA TCT TGG CGT TGA CGA TG Gene Rv3878 240 pb

B3-RD1 CAT ATA AGG GTG CCC GCT AC (RDI)

F3-RD4 CCT GCA AGA AAC GAC CCG Gene RvI510 269 pb
B3-RD4 ACC CGT ACT GTG TCC ACC (RD4)

F3-RD9 GTG TAG GTC AGC CCC ATC C Gene Rv2073c 233 pb
B3-RD9 GCT ACC CTC GAC CAAGTGTT (RD9)

F3-ESAT6 TTT CGC GGG TAT CGA GGC Gene esat6 235 pb
B3-ESAT6 CGA AGC CAT TGC CTG ACC (RDI)
Oligonucleodtidos para sintese das nanossondas de ouro

gComplex  CCG AGG ACA CAG CCT TGT TC gyrB (MTC) 5’-tiol
gMTub TTT GAA GCC AAC CCC ACC GACG gyrB 5’-tiol

(M. tuberculosis)
gMBov CGT TTG TGC AGA AGG TCT GTA AT gyrB 5’-tiol

(M. bovis)
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2.4. Amplificacao do gene gyrB por PCR

Um fragmento de 1020 pb do gene gyrB foi amplificado usando os primers MTUB-f e
MTUB-r (Tabela 2.2), especificos para os membros do MTC, utilizando um procedimento
adaptado de Kasai et al. (2000) e Niemann et al. (2000). Resumidamente, as reaccdes de PCR
foram efectuadas num volume final de 25 pl, usando 200 uM de dANTPs (Amersham Biotech),
1 U de Tag DNA polimerase (Promega), 2 mM de MgCl, (Promega), 20 pmol de cada um dos
primers ¢ 1 ul da solu¢do de DNA (ver 2.2), sendo substituido por dgua bidestilada
esterilizada no controlo negativo. A amplificacdo foi efectuada num termociclador MJmini ™
(BioRad) usando 35 ciclos de 1 min a 95 °C, 1,5 min a 55 °C, e 1,5 min a 72 °C. Os produtos
de PCR foram precipitados com etanol, ressuspendidos em dgua desionizada e quantificados
por espectrofotometria num aparelho NanoDrop ND-1000. Os produtos amplificados foram

mantidos a -70 °C até a sua utilizacao.

2.5. Amplificaciao das Regioes de Diferenca por PCR

As reaccdes de PCR para amplificagdao de regides dos genes Rv3878 e esat6 (RD1), Rvi510
(RD4) e Rv2073c (RD9) foram optimizadas neste trabalho. Resumidamente, as reacgdes
foram efectuadas num volume final de 25 pl, usando 200 uM de dANTPs (Amersham Biotech),
1 U de Tag DNA polimerase (Promega), 2 mM de MgCl, (Promega), 20 pmol de cada um dos
dois primers (para cada regido a amplificar, Tabela 2.2) e 1 pl da solucdo de DNA extraido
(ver 2.2), sendo substituido por dgua bidestilada esterilizada no controlo negativo. A
amplificacdo foi efectuada num termociclador MImini™ (BioRad) usando 35 ciclos de 1 min
a 95°C, 1,5 min a 65°C, e 1,5 min a 72°C. Os produtos amplificados foram analisados

electroforeticamente num gel de agarose a 1,5% e mantidos a -70°C até a sua utilizacao.

2.6. Visualizaciao dos produtos de amplificacao

Para a deteccao dos produtos de amplificacdo, foi realizada uma electroforese em gel de
agarose a 1,5 % em tampao TBE 1x (108 g de Tris-HCI, 55 g de 4cido boérico, 40 ml de uma
solucdo 0,5 M de EDTA, pHS8, para um volume final de 1000 ml em &gua bidestilada) ao qual
foi adicionado 0,02 mg/ml de brometo de etideo. O marcador de pesos moleculares utilizado

foi o HyperLadder™ III (para o gene gyrB) e o HyperLadder™ II (para as RDs) (Bioline).
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Para a electroforese, foram adicionados 2 pl de solucido de deposicao (30% p/v de glicerol,
0,25% de azul de bromofenol, 2 mM de EDTA) a 5 pl do produto de cada amostra, resultante
da amplificacdo por PCR. A electroforese decorreu a 90 V durante 60 min. As bandas foram
visualizadas num transiluminador de luz ultravioleta e as imagens captadas com um sistema

de imagem digital.

2.7. Sintese das nanoparticulas de ouro

Nanoparticulas de ouro com um didmetro médio de 15 nm foram sintetizadas através do
método de reducdo do citrato descrito por Lee e Meisel (1982). Resumidamente, 250 ml de 1
mM HAuCly (ouro na forma de 4cido clorodurico, Sigma) foram aquecidos até a ebuli¢do,
foram adicionados 25 ml de citrato de sédio a 38,8 mM, seguiu-se um aquecimento continuo
seguido de 15 min de refluxo continuo. Depois disto, a solucdo permaneceu a temperatura
ambiente para arrefecer. Calculou-se a concentragdo das nanoparticulas de ouro de acordo
com a lei de Lambert Beer, sendo o coeficiente de extingdo molar (&spenm) cerca de 2,33 x 10

L.mol".cm™. O produto da sintese foi mantido & temperatura ambiente e protegido da luz.

2.8. Sintese de nanossondas de ouro

As nanossondas de ouro foram preparadas de acordo com os procedimentos descritos por
Storhoff et al. (1998). Resumidamente, os oligonucleétidos tiolados (Tabela 2.2), em 0,1 M
de ditiotreitol — DTT (Fluka), foram purificados em trés passos de extraccao em dois volumes
de acetato de etilo durante 5 min, e passagem em colunas de Sephadex G-25 — NAP-5 (GE
Healthcare) de acordo com instrugdes do fabricante. Os oligonucleétidos purificados foram
em seguida misturados com a suspensdo coloidal de AuNPs numa propor¢do molar (n/n) de
200:1, seguindo-se a adicao de tampao fosfato salino II (PBS II — 10 mM Na,HPO,, 10 mM
NaH,PO,, pH8, 2% SDS) a mistura anterior numa propor¢ao volimica (v/v) de 1:200. Foram
em seguida efectuadas adicdes sucessivas de tampao PBS III (10 mM Na,HPO,, 10 mM
NaH,PO4, pH8, 1,5 M NaCl, 0,01% SDS) de 20 em 20 min de modo a perfazer as
concentracoes finais de NaCl de 0,05; 0,1; 0,2 e 0,3 M, seguidas de 10 s de ultra-sons e
armazenamento a 25° C durante a noite (16 h). O precipitado resultante, com um aspecto

oleoso, foi lavado quatro vezes num volume de PBS IV (10 mM Na,HPO,, 10 mM NaH,PO,,
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pHS, 0,1 M NaCl), por centrifugacio durante 20 min a forca centrifuga maxima. A
concentracdo final de nanossonda foi ajustada a 15 nM em PBS IV, de acordo com 0 €s526nm
das nanoparticulas de ouro - 2,33 x 10® L.mol'.cm™ (Liu et al., 2007), e as suspensdes

armazenadas no escuro a 4°C até sua utilizacdo.

2.9. Deteccao colorimétrica de fragmentos de DNA com nanossondas de ouro

Cada ensaio foi efectuado num volume total de 30 ul, com as nanossondas de ouro a uma
concentracdo final de 2,5 nM em tampao fosfato (pH 8), 10 mM, 0,5 M NaCl. Para cada
sonda, depois da optimizacdo, o método consistiu na comparagdo visual/espectofotométrica
do “Branco” (sem DNA), tampao fosfato (pH 8), 10 mM, 0,5 M NaCl; amostras positivas
contendo um fragmento de DNA com um alvo 100% complementar a nanossonda
(concentragdo final dos fragmentos de DNA alvo de 30 pug/ml para a nanossonda gMTub, para
M. tuberculosis, e 10 pg/ml para as nanossondas gComplex e gMBov, especificas para os
membros do MTC e para M. bovis, respectivamente); € amostras negativas, contendo um
fragmento de DNA ndo-complementar a nanossonda (p.e. de M. avium subsp. avium, M.
avium subsp. paratuberculosis, M. avium subsp. hominissuis e Corynebacterium striatum).
Depois de 10 min de desnaturacao a 95 °C, as misturas DNA alvo/nanossonda permaneceram
durante 30 min a 20 °C (com a reducdo da temperatura dos 95 °C para 20 °C controlado a 1
°C.seg'1) e adicionou-se MgCl, a uma concentragdao final de 0,07 M para as nanossondas
gMTub e gMBov e 0,04 M para gComplex. Passados 15 min a temperatura ambiente para a
manifestacdo da cor, as solugdes, incluindo o branco, foram analisadas por espectroscopia do
visivel num leitor de microplacas (Tecan Infinite M200) (Figura 2.1). Os espectros de
absorvancia resultantes dos ensaios colorimétricos foram adquiridos pelo programa i-

I™ do leitor de microplacas. Os resultados dos ensaios colorimétricos efectuados, em

contro
replicado, sdo apresentados na forma de média aritmética, sendo calculados também os

respectivos valores de desvio padrdo.
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Figura 2.1. Representacdo esquematica do método de deteccdo com nanossondas de ouro. O método consiste na
comparagdo visual das solugdes antes e depois da adicdo de sal induzindo a agregacdo das nanossondas:
nanossonda sozinha — “Branco”, nanossonda na presenca da sequéncia de DNA complementar — “Positivo”; e
nanossonda de ouro na presenca da sequéncia de DNA ndo-complementar — “Negativo”.

23



3. Resultados e discussao

3.1. Amplificacao do gene gyrB por PCR

Durante as ultimas duas décadas, tém sido desenvolvidas novas ferramentas moleculares,
usando determinados loci, que permitem a detec¢cdo e a identificacdo rdpidas dos principais
membros do Complexo Mycobacterium tuberculosis (Drobniewski et al., 2003; Huard et al.,
2003; Cheng et al., 2005; Duarte et al., 2008). Uma dessas ferramentas de identificacdo
molecular baseia-se na amplifica¢do por PCR do gene gyrB, que codifica para a subunidade B
da girase do DNA (uma topoisomerase do tipo II essencial para a replicacdo bacteriana),
seguida da andlise de locais polimérficos através da técnica de RFLP (do Inglés, Restriction
Fragment Length Polymorphism) (Kasai et al., 2000; Niemann et al., 2000). Para a
amplificacdo do gene gyrB utilizam-se normalmente os primers desenvolvidos originalmente
por Kasai e colaboradores (2000), especificos para as espécies do MTC e que originam

fragmentos de DNA com 1020 pb.

Neste trabalho procedeu-se a amplificacdo do gene gyrB a partir de extracgdes de DNA
gendmico de todas as estirpes enumeradas na Tabela 2.1, usando os primers atrds referidos
desenvolvidos por Kasai e colaboradores (2000). Com este passo prévio pretendia-se
confirmar a identidade das estirpes a utilizar no decurso deste trabalho, com especial
relevancia para aquelas pertencentes ao MTC. Apoés as reaccoes de PCR, confirmou-se que o
fragmento de 1020 pb, correspondente ao gene gyrB, apenas foi amplificado a partir das
estirpes pertencentes a espécies do MTC, nomeadamente de Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium bovis e Mycobacterium caprae. Em contraste, verificou-se a auséncia de
amplificacdo deste fragmento para as espécies exteriores ao complexo, nomeadamente a partir
das micobactérias Mycobacterium avium subsp. avium, Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis e Mycobacterium avium subsp. hominissuis, e para Corynebacterium
striatum. Estas espécies podem assim ser também utilizadas como controlos negativos desta
reaccdo de PCR. A Figura 3.1 ilustra os géis de electroforese correspondentes a amplificagao
do gene gyrB por PCR de algumas das estirpes testadas. Com base na presenca ou auséncia
deste gene, confirmou-se que das 42 estirpes bacterianas testadas, 38 estirpes foram
identificadas como pertencentes ao MTC e 4 estirpes como exteriores ao complexo (Tabela
3.1). E de realcar que 15 estirpes pertencentes ao MTC foram sempre utilizadas num formato
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de “teste cego” (blind-test) ao longo deste trabalho, cuja identificacdo foi oficializada no

LNIV (Tabela 3.1).

1000 pb
M 10 11 12 13 44 15 16 17 18 19 20 H 2 23
1000 pb .-l‘_-'*‘*'_""'"“ o

Figura 3.1. Ilustragdo dos géis de electroforese obtidos correspondentes a amplificagdo do gene gyrB por PCR.
Em cima: M. tuberculosis LNIV 9605 (1) e ATCC 25177 (2); M. bovis LNIV 5530/0/05 (3) e LNIV 13027 (4);
M. caprae LNIV 17320 (5) e LNIV 4958/0/05 (6); M. avium subsp. avium ATCC 25291 (7); M. bovis BCG
ATCC 27291 (8); e controlo negativo (9). Em baixo: M. bovis LNIV 17010 (10), LNIV 21136 (11), LNIV 19489
(12), LNIV 20331 (13), LNIV 20332 (14), LNIV 20408 (15), LNIV 11265 (16), LNIV 7230/4 (17) ¢ LNIV
1442172 (18); M. caprae LNIV 15244 (19); M. avium subsp. paratuberculosis LNIV 39888 (20); M. avium
subsp. hominissuis LNIV 23063/4 (21); Corynebacterium striatum LNIV 12352 (22); e controlo negativo (23).
Marcador de pesos moleculares HyperLadder™ III (M).
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Tabela 3.1. Resultados da amplifica¢do do gene gyrB por PCR

Espécie Estirpe* gyrB-PCR
ATCC 25177
j v
M. tuberculosis LNIV 9605
ANS
LNIV: 13027; 5530/0/05; 11265;
7230/4; 14421/2; 24497/6; 8855;
5889; 10044; 14577; 13280/6;

M. bovis 13280/4; 34875; 20564 v

**LNIV: 17010; 21136; 19489;

20331; 20332; 20408; 28840/2;

28646; 28430; 26807; 28472; 28473;
28843; 29577/1; 29968
M. bovis BCG ATCC 27291 v
M. caprae LNIV: 17320; 4958/0/05; 8403; v
- cap 15244; 20752

M. avium subsp. avium ATCC 25291 X
M. avium subsp. paratuberculosis LNIV 39888 X
M. avium subsp. hominissuis LNIV 23063/4 X
Corynebacterium striatum LNIV 12352 X

*ATCC, American Type Culture Collection; LNIV, Laboratério Nacional de Investigagdo Veterindria,

Portugal.

**Estirpes sujeitas aos testes de identificacdo molecular desenvolvidos no presente trabalho, mas em que a
respectiva identificacdo oficial do LNIV foi comunicada ao operador apenas apds a realizacdo dos mesmos

(blind-tests).

v, POSITIVO (ocorréncia de amplificagdo).
x , NEGATIVO (auséncia de amplificacdo).

Os resultados obtidos para o conjunto das estirpes analisadas evidenciam que a amplificacdo

do gene gyrB por PCR, nas condi¢des utilizadas neste trabalho, permite diferenciar as

espécies do MTC das espécies exteriores a este complexo micobacteriano. Esta reaccdo de

amplificacdo demonstrou ser extremamente robusta e especifica.
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3.2. Analise dos padrdes de presenca/auséncia das Regioes de Diferenca

Uma das maiores dificuldades no desenvolvimento de métodos moleculares para a
diferenciacdo e identificacdo das espécies do MTC reside na grande semelhanca genética
destas. Os membros do MTC apresentam um reduzido nimero de regides cromossémicas
exclusivas de cada espécie. Entre estas regides sdo de realcar algumas das chamadas Regides
de Diferenca (RDs), cuja andlise do respectivo padrdo de presenga/auséncia permite
diferenciar entre os principais membros do MTC. Neste trabalho foi desenvolvido um método
de diferenciacdo molecular baseado na amplificacio por PCR de trés RDs especificas e
relevantes, nomeadamente de RD1, RD4 e RD9 (Figura 3.2). Estas regides gendmicas contém
diversos genes no seu interior, com base nos quais foram desenhados primers especificos para
a deteccdo da sua presenca ou auséncia: genes esat6 e rv3878 para RD1; gene rvi510 para

RD4; e gene rv2073c¢ para RD9.

esato v3878
- RDS __i A rRD1
¥ > e ;«ﬁm i ..u?‘.*ﬂ" ™ T e T ferd [ ] uy:‘% B o o6
w DEUEE T o o
? Em 'E::;E "'“ﬁ'ﬁ‘ o RydT8 R SSH0)
\'-.\ RD10
RD12 \-., m

T £ A e S = RD13
\ a2, i R, ...
RD11 (PhiR\fI} 9 '} \.\‘ e f|'1Lls ;ulm ;ulm !

wr e T

a7
PSS T R

sexzesds | { | Mycobacterinm bovis I".II', w1510
g BCG Pasteur

= S s = Y /| e SRIEETT . T
RD5 M@ J 550

"?m 1 wm v w0 o s am aws m'“‘” /%/ RD3 (phiRv1)

== R - mrm«ms T g

RD9
T p RD14
u L] TR “EEE':’ﬂ T,
I'V2 073(‘. RD7 RyITEE 159 RyI7T3
PEPGRS Ihl:lhlmm .

Bl By -n—J Ry i%6T Ry ml mq-w RyieTH
T INR IR i ik e prr e N e B ] ..
L LT

1579 nﬁ‘ nrdl Hy 1982 l;tl lﬁ '(.:.JW

it
o
=i

Figura 3.2. Localizagdo das Regides de Diferenca analisadas neste trabalho (RD1, RD4 e RD9) num mapa do
genoma micobacteriano. Nas caixas a cinzento sdo identificadas as RDs ausentes em M. bovis BCG
comparativamente com M. tuberculosis (estirpe H37Rv). A localizacdo dos genes utilizados para o desenho de
primers especificos para cada RD encontra-se realcada numa caixa a castanho (adaptado de:
http://www.pasteur.fr/recherche/unites/Pmi/Deletion.html).
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A regido RD1, originalmente caracterizada por Ken Stover e seus colaboradores (Mahairas ef
al., 1996), esta presente em todos os membros do MTC com excepcdo do M. bovis BCG
(Behr et al., 1999; Warren et al., 2006). Esta regiao contém oito genes, incluindo o gene esat6
(Tekaia et al., 1999), um factor de viruléncia que codifica para a proteina ESAT6, potente
estimuladora do sistema imunitdrio e um antigénio importante durante as fases iniciais de
infeccdo. Pensa-se que a auséncia da RD1 em M. bovis BCG é um dos principais factores que
levou a atenuacdo da viruléncia destas estirpes, permitindo a sua utilizacdo como vacina
(Horwitz et al., 1995; Elhay et al., 1998; Rosenkrands et al., 1998). A regido RD4 encontra-se
presente em todas as espécies do MTC, com excepg¢ao das espécies M. bovis e M. bovis BCG
(Brosch et al., 1998; Warren et al., 2006). Esta regido contém genes que demonstram alguma
semelhanga com outros que codificam para proteinas de membrana e enzimas envolvidas na
biosintese de polissacaridos. A regido RD9 contém genes que codificam para um tipo de
metilase, a oxidoredutase (Gordon et al., 1999). Esta regido encontra-se presente em M.
tuberculosis € M. canettii, e ausente em todas as restantes espécies do MTC (Warren et al.,
2006). A andlise da presenga ou auséncia das trés RDs anteriores permite assim diferenciar
entre as principais espécies do MTC responsdveis por tuberculose, com énfase para a
tuberculose em animais de producdo: M. tuberculosis, M. caprae e M. bovis, e as estirpes
vacinais de M. bovis BCG (Tabela 3.2). As restantes espécies do MTC, M. africanum, M.
microti € M. pinnipedii, € M. canettii, apresentam o mesmo padrdao que M. caprae e M.
tuberculosis, respectivamente, mas estas espécies nao sdo normalmente isoladas a partir de

animais (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Padrdes de presenca/auséncia das RD1, RD4 e RD9 entre os membros do
Complexo Mycobacterium tuberculosis

Espécie do MTC (RD1) (RD4) (RD9)

M. tuberculosis; M. canettii + + +

M. caprae; M. africanum; M. microti;
M. pinnipedii

M. bovis + - -

M. bovis BCG - - -
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Realizou-se a detec¢do por PCR das RDs atrds seleccionadas numa selec¢do das estirpes que
se revelaram positivas na amplificacdo do gene gyrB. Para tal foram utilizados os primers
desenvolvidos neste trabalho. E de realcar, como j4 atrés foi referido, que para a deteccdo da
presenca da regido RD1 foram desenhados dois pares de primers, um com alvo complementar
no gene rv3878 e outro no gene esat6. Para cada estirpe foram portanto efectuadas quatro
reaccOes de PCR em paralelo. Com base nos padrdes obtidos de presenca e auséncia das RDs,
e depois de uma optimizacdo do método, foi possivel a diferenciacdo entre as principais

espécies do MTC (Figura 3.3; Tabela 3.3).

rv38/8
(RD1)

Figura 3.3. Ilustragc@o do resultado de uma electroforese em gel de agarose para determinac¢do da presenca ou
auséncia das RD1, RD4 e RD9 num conjunto de estirpes micobacterianas seleccionadas: M. bovis LNIV 13027
(1); M. tuberculosis ATCC 25177 (2); M. caprae LNIV 17320 (3) e LNIV 20752 (4); M. bovis LNIV 11265 (5);
LNIV 10044 (6); e Controlo Negativo (7). Marcador de pesos moleculares HyperLadder™ II (M). Para a
deteccio de RD1 foram realizadas duas reac¢des de PCR usando dois pares de primers, um com alvo
complementar no gene rv3878 e outro no gene esat6.
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Tabela 3.3. Resultados da amplifica¢do das Regides de Diferenca por PCR

RD1 RD4 RD9
Espécie Estirpe*
(rv3878) (esat6) (rvi510) (rv2073c)
. ATCC 25177
M. tuberculosis LNIV 9605 + + + +
ANS

LNIV: 13027; 5530/0/05;
11265; 7230/4; 14421/2;

M. bovis 24497/6: 8855: 5889: + + - -
10044: 14577: 13280/6:
13280/4: 34875: 20564
M. bovis BCG ATCC 27291 - - ; -
LNIV: 17320: 4958/0/05:
M. caprae + + + -

8403; 15244, 20752

*ATCC, American Type Culture Collection; LNIV, Laboratdrio Nacional de Investigacdo Veterindria, Portugal;
+, ocorréncia de amplificacdo; -, auséncia de amplificacao.

Das 23 estirpes testadas, 15 foram identificadas como M. bovis, cinco como M. caprae e duas
como M. tuberculosis. Uma estirpe foi identificada como uma estirpe vacinal de M. bovis
BCG. Estes resultados foram 100% concordantes com a identificacdo oficial das estirpes,
efectuada no LNIV, por PCR-RFLP do gene gyrB, e na ATCC, com a excep¢do de M. caprae
LNIV 20752 (ver 3.4). A identificacdo dos membros do MTC com base na andlise das regides
de diferenca revela-se assim bastante especifica, tendo-se também demonstrado a efici€ncia
dos primers desenhados. Adicionalmente, a técnica descrita neste trabalho apresenta ainda a
vantagem de ser bastante rdpida, permitindo uma diferenciacdo das estirpes do MTC em

apenas cerca de trés a quatro horas.
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3.3. Diferenciacio dos membros do Complexo Mycobacterium tuberculosis com

nanossondas de ouro coloidal

Analise de sequéncias

Um dos objectivos especificos deste trabalho consistiu na implementacdo de um novo método
de diagnéstico molecular, baseado na hibridacdo com nanossondas de ouro coloidal, para a
identificacdo dos principais membros do MTC. O alvo gendémico seleccionado para a
implementagdo deste método foi o gene gyrB, cuja andlise dos respectivos polimorfismos por
PCR-RFLP ¢ ja usada na identificacdo dessas espécies. A primeira tarefa consistiu numa
andlise comparativa de sequéncias nucleotidicas do gene gyrB de diversas espécies de
micobactérias do MTC, e de outras espécies controlo, o que permitiu identificar trés
segmentos especificos (sequéncias oligonucleotidicas): (i) uma regido que inclui uma
sequéncia especifica partilhada por todos os membros do Complexo Mycobacterium
tuberculosis, incluindo as espécies M. africanum, M. caprae, M. microti e M. canettii; (i1)
uma regido especifica para M. bovis; e (iii) uma regiao especifica para M. tuberculosis que
estd também presente na espécie M. canettii (Figura 3.4). Esta dltima espécie €, no entanto,
raramente isolada e ndo € considerada clinicamente relevante. Estas sequéncias foram
utilizadas como base para o desenho de oligonucleétidos tiolados especificos, usados depois

para a funcionaliza¢do das nanoparticulas de ouro.

Gene gyrB
A

[ ]

("M. bovis RB014184 TCGTTTGTGCAGAAGGTCTGTAATGARC AGCTGA CCCACT GETTTGARGCCAACCCCACCGACT CGARAG TCRTTE TGAACAAGGC TG TGTCCTCGGC

M. tuberculosis 230233 TCGT TTGTGCAGAAGGTCTGTAACGARC AGCTGACCCACT GETTTGAAGCCAACCCCACCGACG CGARAS TCRTTE TGAACAAGGC TG TGTCCTCGGC
[&]

E M. canettii AJ749915 TCGTTTGTGCAGAAGGTCTGTAACGARC AGCTGACCCACT GETTTGARGCCAACCCCACCGACG CGARAS TTETTE TGAACAAGGCTGTGTCCTCGGT

<

M. caprae AJ276122 TCGT TTGTGCAGAAGGTCTGTAACGARC AGCTGACCCACT GETTTGARGCCAACCCCACCGACT CGARAG TCRTTE TGAACAAGGC TG TGTCCTCGGC

M. africanum AB014192 TCGT TTGTGCAGAAGGTCTGTAACGARC AGCTGACCCACT GETTTGARGCCAACCCCACCGACT CGARAG TCRTTE TGAACAAGGC TG TGTCCTCGGC

M. microti RB014205 TCGTTIGTGCAGAAGETCTGTAACGAAC AGCTGACCCACT GETTTGARGCCAACCCCACCGACT CGARAG TCETTE TGAACAAGGCTGTGTCCTCGET

O | M. gastri RBO14202 TCOGT TCETEC AGARGE TETGCA RTGARC AGCTCACCCATT GETTCGAGGCCARCCCCG CTGATGCTARAA COGT TG TCARCA RGECAG TTTCAT CGEC
(==

E M. avium AR014139 TCGT TCGTGCAGARGE TGTGCARCGAACAGCTCACCCACT GETTCGAAGCCARCCCOGCAGACG CCARAG TCATTG TCARCA RGECGE TTTCGT CAGC
g
=z

M. paratuberculosis EU029114 TCGTTCGTGCAGAAGGTGTGCARCGAAC AGCTCACCCACT GETTCCARGCCAACCCCGCAGACGCCARAGTCATTGTCARCARGECGETTICGT CAGT

gMbov  Sonda M. bovis gMtub Sonda M. tuberculosis  gComplex SondaMTC

Figura 3.4. Andlise comparativa de um segmento do gene gyrB de micobactérias pertencentes ao MTC e outras
exteriores a este complexo. As sequéncias-alvo complementares as nanossondas de ouro encontram-se
sombreadas a amarelo (sonda especifica para M. bovis — gMBov), laranja (sonda especifica para M. tuberculosis
- gMTub) e amarelo claro (sonda especifica para todos os membros do MTC — gComplex). A vermelho estdo
indicadas todas as mutagdes nucleotidicas em relacdo a sequéncia consenso. Os nimeros de acesso do GenBank
estdo indicados para cada sequéncia.
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Caracterizaciao das nanoparticulas de ouro

O uso de nanoparticulas de ouro (AuNPs) modificadas com ssDNA tiolados na extremidade
5’ para a deteccao colorimétrica de alvos de DNA representa uma alternativa econdémica e
facil de utilizar comparativamente as técnicas moleculares habituais (Eaton et al., 2007,
Francisco et al., 2007; Silva et al., 2007; Baptista et al., 2008). Isto é possivel devido a uma
caracteristica muito particular destas nanoparticulas, a sua ressonancia do plasmio de
superficie (SPR), que € responsdvel pelas suas cores intensas. Em solu¢do, as nanoparticulas
de ouro monodispersas, com um didmetro aproximado de 15 nm, demonstram uma cor
vermelha e exibem uma banda de SPR de aproximadamente 526 nm no espectro UV do
visivel. Em contraste, numa solucdo contendo nanoparticulas de ouro agregadas, p.e. pela
adicao de sal e consequente aumento da forca i6nica do meio, estas demonstram uma cor azul,

correspondendo a uma banda de SPR de aproximadamente 600 nm (Figura 3.5).

. -
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Figura 3.5. Ilustracdo da agregacdo das nanoparticulas de ouro coloidal e mudanca de cor das respectivas
suspensdes de vermelho para azul. A agregacdo das nanoparticulas € induzida pelo aumento da concentragdo de
sal, passando a cor da solucdo de vermelho para azul.

As AuNPs sintetizadas neste trabalho pelo método de reducdo do citrato (Lee e Meisel, 1982)

foram caracterizadas por espectrofotometria UV/Vis (Figura 3.6).

32



0,4 -

03

Absorvineia

400 500 600 TO0 300

7. (mm)

Figura 3.6. Espectro de absorvancia das nanoparticulas de ouro sintetizadas pelo método de redugdo do citrato.
Pico de absorvancia maximo registado para um comprimento de onda (A) de 526 nm.

E possivel constatar um pico de absorvincia maximo aos 526 nm, caracteristico das AuNPs
com um diametro aproximado de 15 nm (Baptista et al., 2005; Baptista et al., 2006; Thaxton

et al., 20006).

Caracterizacio das nanossondas de ouro

As nanossondas de ouro, ou Au-nanossondas, resultam da funcionalizacdo das AuNPs com
oligonucledtidos tiolados na sua extremidade 5°. Este processo é despoletado apds a
substituicao do citrato pelos oligonucledtidos, que se vao ligar as AuNPs por intermédio de
uma ligacdo tiol de grande estabilidade. O citrato € responsdvel pela estabilizacdo das AuNPs,
tendo um efeito de “capping”. A ligacdo de oligonucle6tidos permite também estabilizar as
Au-nanossondas aquando do aumento da for¢a i6nica do meio provocado pela adi¢cdo de sal.
A concentragdo de trabalho das trés Au-nanossondas assim sintetizadas foi ajustada a 15 nM,

sendo depois utilizadas para a hibridacdo com sequéncias especificas de DNA.

Ensaios de estabilidade em fungdo da forca ionica

Depois de efectuada a sintese das Au-nanossondas, procedeu-se a sua caracterizacdo em
fun¢do da forca i6nica do meio. Com esta caracterizacdo pretendeu-se observar o desvio da
banda de SPR e, consequentemente, o pico maximo de absorvancia, sendo possivel

determinar a concentragdo minima de sal capaz de provocar a agregacdo da Au-nanossonda.
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Foram assim testados dois tipos de sal: cloreto de sédio (NaCl) e cloreto de magnésio

(MgCl,). Para os ensaios de estabilidade das Au-nanossondas em func¢do da forga idnica foi

testada uma janela de concentragdes especifica para cada um dos sais: (i) 0,02 a 0,10 M para o

MgCly; e (ii) 1 a 3 M para o NaCl (Figura 3.7). A quantidade minima de sal necessaria para

provocar a agregacdo completa de cada uma das trés nanossondas foi determinada.

Absorvineia
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MgCL] (M)
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NaCl (M)
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Figura 3.7. Ensaios de estabilidade em fung@o da forca idnica para a nanossonda gComplex. Em cima, os
espectros de absorvancia correspondentes a adi¢cdo de MgCl,; em baixo, os espectros correspondentes a adi¢do

de NaCl.
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De acordo com os ensaios de estabilidade efectuados, verificou-se que a utilizagdo do MgCl,
induziu um maior poder de agregacdo das nanoparticulas comparativamente a utilizacdo do
NaCl. Tal serd devido ao facto do Mg”* ser um ido bivalente, enquanto o Na* é um ido
monovalente. Deste modo, o MgCl, foi o sal seleccionado para a optimizacao subsequente da
hibridagcdo das nanossondas com sequéncias de DNA. A concentracdo 6ptima de MgCl, para
provocar a agregacdo das Au-nanossondas foi determinada: 0,04 M para a nanossonda
dirigida para os membros do complexo (gComplex); e 0,07 M para as sondas dirigidas para

M. tuberculosis (gMTub) e para M. bovis (gMBov).

Andlise da detecc¢do de alvos especificos

As nanossondas sintetizadas e caracterizadas foram avaliadas em termos da sua capacidade de
identifica¢do das respectivas sequéncias complementares, neste caso, de fragmentos do gene

gyrB amplificados por PCR.

Numa primeira fase, pretendendo-se determinar uma concentragdo de DNA adequada para a
obtencdo de um sinal discriminatério, procederam-se ensaios de deteccdo com diferentes
quantidades de DNA. Foi determinada a concentragcdo minima de DNA alvo complementar
capaz de estabilizar cada nanossonda apds a respectiva hibridacdo e aumento da forga i6nica
do meio (Figura 3.8), tornando possivel a detec¢do colorimétrica especifica (Figura 3.9). Para
tal, foi testado um conjunto de concentragdes de DNA alvo para cada uma das trés
nanossondas, entre 5 e 30 pg/ml (Figura 3.8). Apds hibridacdo das nanossondas com os
respectivos fragmentos de amplificacdo do gene gyrB, foi determinado o espectro UV/Vis da
suspensdo. Com base nos espectros obtidos apds o ensaio, foi calculado o ricio entre a
absorvancia a 526 nm (pico de SPR representativo da contribui¢do da frac¢do ndo agregada
das nanossondas de ouro) e a absorvancia a 600 nm (contribui¢do da frac¢do agregada das
nanossondas de ouro). Um valor para este rdcio igual a um pode ser considerado como o
ponto de equilibrio entre a nanossonda agregada e ndo-agregada e, consequentemente, O
threshold para se poder considerar o positivo e o negativo na discriminacdo das sequéncias.
De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que a sonda para o complexo M.
tuberculosis é capaz de diferenciar entre alvo complementar e ndo-complementar para todas
as concentragdes testadas. Todavia, obtém-se uma melhor diferenciagdo para uma

concentracdo de DNA alvo de 10 pg/ml (Figura 3.8); o mesmo se sucedeu para a sonda
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dirigida para M. bovis. Ja a sonda especifica para M. tuberculosis necessita de ser testada com
uma concentracdo de DNA alvo de 30 pg/ml. Estas foram as concentragdes Optimas

determinadas, usadas depois nos ensaios subsequentes.
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Figura 3.8. Ensaios de especificidade da sonda dirigida para o Complexo Mycobacterium tuberculosis. A
agregacdo das nanossondas foi medida através do ricio de agregacdo (rdcio da intensidade da SPR a 526 nm e
600 nm) das misturas de cada ensaio. As colunas a vermelho representam o alvo complementar (nanossondas de
ouro ndo-agregadas) — M. tuberculosis ATCC 25177; as colunas a azul representam o alvo ndo-complementar
(nanossonda de ouro agregada) — M. avium subsp. avium ATCC 25291. Sonda sozinha sem adi¢do de sal
(Sonda); sonda com adicao de sal (0,04 M de MgCl,) e sem alvo (Branco).

0,45
0,40
0,35
0,30
0,23

0,20+
400 500 GO0 700 300

A (nm)

Absorvincia

Figura 3.9. Método colorimétrico (em cima) e respectiva espectrofotometria (em baixo) para a sonda dirigida
para o Complexo Mycobacterium tuberculosis. As linhas a negro representam as solucdes de cor vermelha
associadas ao alvo complementar (nanossondas de ouro ndo-agregadas). A linha a cinzento representa a solucio
azul associada ao alvo ndo-complementar (nanossonda de ouro agregada). Estirpes analisadas: M. tuberculosis
ATCC 25177 (1); M. bovis LNIV 13027 (2) e LNIV 5530/0/05 (3); M. caprae LNIV 17320 (4); e M. avium
subsp. avium ATCC 25291 (5).
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Padroées de agregagdo das nanossondas de ouro

Uma vez estabelecidades as condigOes experimentais necessdrias para uma correcta
identificacdo das espécies do MTC, foram testadas vérias estirpes com o sistema de
nanossondas desenvolvido, utilizando as trés nanossondas em paralelo. A sonda especifica do
MTC (gComplex) permitiu assim identificar claramente os membros deste complexo
utilizados neste trabalho, enquanto claramente identificou as espécies pertencentes ao
Complexo M. avium (MAC) e Corynebacterium striatum como membros exteriores ao MTC
(Figura 3.10; Tabela 3.4). Do mesmo modo, a sonda dirigida para M. tuberculosis (gMTub)
identificou inequivocamente todas as estirpes de M. tuberculosis, assim como a sonda para M.
bovis (gMBov) identificou todas as estirpes de M. bovis (Figura 3.10; Tabela 3.4). A variagcdo
entre os ensaios individuais demonstra um desvio minimo entre eles, tal como demonstrado

na Figura 3.10.

De notar que as sequéncias nucleotidicas correspondentes as espécies M. tuberculosis e M.
bovis, baseadas numa regido especifica do gene gyrB, diferem apenas numa diferenca
nucleotidica na extremidade 3’, todavia, foi possivel a discriminacdo entre estas espécies com
base num unico mismatch, e as espécies micobacterianas mais proéximas. Isto demonstra a
grande especificidade destas nanossondas e, consequentemente, do sistema de identificagdao

molecular desenvolvido.
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Figura 3.10. Diferenciacio entre os membros do Complexo Mycobacterium tuberculosis utilizando nanossondas
de ouro coloidal. A agregacdo das nanossondas foi medida através do rdcio de agregac@o (racio da intensidade da
SPR a 526 nm e 600 nm) das misturas de cada ensaio. A linha a tracejado representa o threshold = 1,
considerado como o valor de discriminag¢@o entre o Positivo e o Negativo. A - detecgdo com a sonda para o
Complexo M. tuberculosis ((DNA] = 10 pg/ml, depois de 15 min de incuba¢do com [MgCl,] = 0,04 M); B -
deteccdo com a sonda para M. tuberculosis ((DNA] = 30 pg/ml, depois de 15 min de incubacdo com [MgClL,] =
0,07 M); C - detec¢do com a sonda para M. bovis ((DNA] = 10 pg/ml, depois de 15 min de incubagdo com
[MgCl,] = 0,07 M). As colunas representam a média do rdcio obtido com todas as estirpes testadas, e respectivos
triplicados, de: M. tuberculosis (1); M. bovis (2); M. bovis BCG (3); M. caprae (4); M. avium subsp. avium (5);
M. avium subsp. paratuberculosis (6); M. avium subsp. hominissuis (7); e Corynebacterium striatum (8). As
barras de erro em cada coluna representam o desvio padrdo.

38



Tabela 3.4. Resultados dos ensaios de todas as estirpes utilizadas neste estudo com o sistema
de identificacdo baseado em nanossondas de ouro

Espécie Estirpe* gComplex gMTub gMBov

M. tuberculosi ATCC 25177 N N i
. tuberculosis LNIV 9605

AN5S
LNIV: 13027,
5530/0/05; 11265;
M. bovis 7230/4; 14421/2; + - +
24497/6; 8855; 5889;
10044; 14577; 13280/6;
13280/4; 34875; 20564

M. bovis BCG ATCC 27291 + - +
LNIV: 17320;
M. caprae 4958/0/05; 8403; + - -
15244; 20752
M. avium subsp. avium ATCC 25291 - - -
M. avium subsp. LNIV 39888 i i i
paratuberculosis
M. avium subsp. LNIV 23063/4 : : :
hominissuis
Corynebacterium striatum LNIV 12352 - - -

*ATCC, American Type Culture Collection; LNIV, Laboratério Nacional de Investigagdo Veterindria, Portugal.
+, POSITIVO (auséncia de agregacdo).
-, NEGATIVO (agregacdo).

Este sistema foi testado com sucesso com vdrias estirpes de referéncia e isolados clinicos,
incluindo espécies micobacterianas e ndo-micobacterianas (Tabela 3.4). Adicionalmente,
também foi efectuada a identificacdo de 15 estirpes de micobactérias num formato de teste
cego (blind test). Estas estirpes foram isoladas a partir de 15 amostras bioldgicas, tendo o
DNA extraido das mesmas sido testado em paralelo por PCR-RFLP do gene gyrB, no LNIV,
e por hibridagdo com as nanossondas de ouro, neste trabalho. O resultado da identificacio foi
100% concordante entre ambos os métodos, tendo todas as estirpes sido identificadas como

M. bovis (Tabela 3.5).
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Tabela 3.5. Identificacdo de isolados clinicos de micobactérias com nanossondas de ouro

num formato de teste cego (blind test)

Am::f fra gComplex gMTub gMBov Resultado* Igfggﬁi;i‘f)o Noagei[fsgl?e
1 + - + M. bovis M. bovis LNIV 17010
2 + - + M. bovis M. bovis LNIV 21136
3 + - + M. bovis M. bovis LNIV 19489
4 + - + M. bovis M. bovis LNIV 20331
5 + - + M. bovis M. bovis LNIV 20332
6 + - + M. bovis M. bovis LNIV 20408
7 + - + M. bovis M. bovis LNIV 28840/2
8 + - + M. bovis M. bovis LNIV 28646
9 + - + M. bovis M. bovis LNIV 28430
10 + - + M. bovis M. bovis LNIV 26807
11 + - + M. bovis M. bovis LNIV 28472
12 + - + M. bovis M. bovis LNIV 28473
13 + - + M. bovis M. bovis LNIV 28843
14 + - + M. bovis M. bovis LNIV 29577/1
15 + - + M. bovis M. bovis LNIV 29968

*, Integracdo dos resultados da andlise das amostras através do uso das trés Au-nanossondas; +, POSITIVO
(auséncia de agregacdo); -, NEGATIVO (agregacdo).

O sistema de identificacdo desenvolvido neste trabalho, baseado na utilizacdo de nanossondas

de ouro, € ficil de executar e nao necessita de equipamento laboratorial muito complexo ou

dispendioso. Depois da amplificacdo do gene gyrB por PCR, a detec¢do dos fragmentos

amplificados com o sistema das nanossondas de ouro demora apenas 15 minutos, originando

um resultado colorimétrico com grande especificidade e sensibilidade (Sato er al., 2003;

40



Baptista et al., 2005; Baptista et al., 2006; Doria et al., 2007; Baptista et al., 2008). Apesar
deste resultado ser passivel, na maior parte dos casos, de ser registado a olho nu, a detec¢cdo
da ocorréncia da agregacdo ou ndo-agregacdo das nanossondas torna-se bastante mais
eficiente e quantificivel através da realizacdo de uma andlise espectrofotométrica,
nomeadamente utilizando um leitor de microplacas. De facto, usando a funcio fotométrica do
leitor de microplacas, cada amostra necessita de apenas um segundo para ser analisada e o seu

rdcio de agregacao calculado.

Futuros desenvolvimentos do método desenvolvido neste trabalho deverdo passar pelo
desenho de nanossondas para outras espécies importantes do MTC, como por exemplo M.
caprae, e a substituicdo do passo de PCR por uma reaccdo isotérmica de amplificacdo de
acidos nucleicos, tecnologicamente menos exigente. Adicionalmente, um préximo passo
deverd envolver também a aplicacdo da técnica desenvolvida directamente a partir de
amostras bioldgicas animais, como macerados de 6rgdos, de modo a tornar possivel um
diagndstico mais rapido e sensivel da tuberculose bovina. A possibilidade de adaptacdo deste
tipo de detec¢do baseado em nanossondas a uma plataforma tecnoldgica portétil estd a ser
estudada (Silva et al., 2007), tornando este sistema também passivel de ser utilizado em

campo, fora do ambiente laboratorial.

3.4. Analise da estirpe Mycobacterium caprae LNIV 20752

Durante a realizacdo do trabalho surgiu a divida se a estirpe LNIV 20752 pertencia a espécie
M. caprae ou M. bovis. Esta estirpe ja tinha anteriormente suscitado algumas ddvidas no
LNIV em relagdo a sua identificagdo. Através da andlise do gene gyrB desta estirpe por PCR-
RFLP a mesma indicava um padrdo de restricdo concordante com a espécie M. bovis. Em
contraste, quando analisada pela técnica de spoligotyping, uma técnica de tipagem molecular
muito usada para estas espécies de Mycobacterium baseada na anélise de polimorfismos de
regides repetidas (DRs, do Inglés Direct Repeats), a estirpe LNIV 20752 apresentava um

padrdo concordante com o da espécie M. caprae.

Esta estirpe foi assim seleccionada para ser testada com os métodos moleculares estudados no
decorrer deste trabalho. O fragmento especifico de 1020 pb do gene gyrB foi amplificado por
PCR para esta estirpe, confirmando tratar-se de uma espécie pertencente ao MTC. Posto isto,

realizou-se a andlise das RDs por PCR. O padrao de presenca/auséncia das RDs obtido
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mostrou-se caracteristico da espécie M. caprae, isto €, as RD1 e RD4 estavam presentes e a
RD9Y ausente. Esta estirpe foi ainda testada com o sistema de nanossondas de ouro, sendo
positiva para a sonda do MTC e negativa para as sondas de M. tuberculosis ¢ M. bovis,
eliminando assim também a hipdtese de pertencer a espécie M. bovis. Os resultados anteriores

evidenciam portanto que a estirpe LNIV 20752 pertence a espécie M. caprae.

Os resultados anteriores colocam em causa a identificacdo da estirpe LNIV 20752 pelo
método de PCR-RFLP do gene gyrB, que tanto quanto sabemos foi repetida por diversas
vezes no LNIV. Tal poderia dever-se a uma mutacdo pontual nos locais de restricdo do gene
gyrB reconhecidos pelas enzimas utilizadas nesta técnica. Para confirmar a ocorréncia, ou
ndo, de uma mutacdo deste género, o gene gyrB desta estirpe foi amplificado e a respectiva
sequéncia nucleotidica foi determinada pela empresa STAB Vida Lda. O alinhamento desta
sequéncia com as sequéncias de estirpes de referéncia do MTC permitiu observar que os
locais de reconhecimento das enzimas de restricio usadas, especialmente da enzima Sacll,

estavam intactos e concordantes com os da espécie M. caprae (Figura 3.11).
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Figura 3.11. Resultados da sequenciacdo do gene gyrB da estirpe M. caprae LNIV 20752 e respectiva andlise
comparativa com sequéncias de estirpes de referéncia. Sequéncias de M. bovis e de M. caprae retiradas do
GenBank com os nimeros de acesso AB014184 e AJ276122, respectivamente. A vermelho encontra-se o SNP

que diferencia M. bovis de M. caprae, posicionado no local de restri¢do da enzima Sacll.

Conclui-se assim que o isolado de Mycobacterium que usamos neste trabalho, catalogado com
o nimero de colec¢do LNIV 20752, pertence de facto a espécie M. caprae. Nao se encontrou
qualquer explicacdo Obvia para que as andlises por PCR-RFLP do gene gyrB feitas
anteriormente no LNIV tenham originado sempre resultados concordantes com os da espécie
M. bovis. Uma potencial causa desta discrepancia poderia envolver a ocorréncia de uma
contaminacdo cruzada, das culturas ou dos respectivos DNAs extraidos, aquando da

realizacdo dos testes. Sugere-se assim que a pureza da cultura da estirpe testada na altura seja
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confirmada, que o seu DNA gendémico seja novamente extraido e que a reaccdo de PCR-

RFLP seja repetida com novos lotes de enzimas de restri¢ao.

3.5. Sensibilidade e especificidade dos métodos moleculares estudados

Neste trabalho, desenvolveram-se vdrias estratégias moleculares para uma correcta
identificacdo das espécies pertencentes ao Complexo Mycobacterium tuberculosis e para a
diferenciac@o entre os seus principais membros. Numa primeira abordagem, foi optimizada a
amplifica¢do do gene gyrB por PCR usando primers especificos para o MTC. Como esperado,
foi amplificado um fragmento de 1020 pb especifico do gene gyrB, a partir de todas as
estirpes de espécies pertencentes a0 MTC. Esta reaccao de PCR revelou-se assim especifica e
sensivel para a detecc¢do de todas as espécies deste complexo. A segunda abordagem consistiu
na amplificacdo de Regides de Diferenca (RDs) especificas por PCR. Cada espécie do MTC
apresentou um padrdo especifico de presenca e/ou auséncia das RDs seleccionadas neste
trabalho, permitindo assim diferenciar os seus principais membros, nomeadamente: M.
tuberculosis, M. bovis, M. caprae e a estirpe vacinal de M. bovis BCG. Esta metodologia
demonstrou ser também sensivel e especifica para a identificacdo destas espécies. Por ultimo,
na terceira abordagem desenvolveu-se um método de identificacdo baseado em dois passos:
(i) amplificacdao por PCR do gene gyrB; e (ii) hibridacdo dos fragmentos amplificados com
nanossondas de ouro especificas, uma dirigida para as espécies do MTC, outra para M.
tuberculosis e outra para M. bovis. Este método possibilitou também uma identificacdo
inequivoca destas espécies micobacterianas, usando um processo de detec¢do colorimétrico

simples e rapido.

Apesar do aumento de micobactérias pertencentes ao MTC isoladas a partir de amostras
clinicas, animais e humanas, a identificacdo utilizada em rotina usualmente ndo consegue
identificar as estirpes ao nivel da espécie. Torna-se assim premente o desenvolvimento de
metodologias moleculares rapidas, eficientes e faceis de executar que permitam distinguir
estas micobactérias. As diversas estratégias da gendmica comparativa t€m demonstrado que
as sequéncias dos bacilos de Mycobacterium, com especial énfase para os membros do MTC,
podem providenciar marcas moleculares distintas que permitem uma identificacdo conclusiva
dos isolados ao nivel da espécie (Niemann et al., 2000; Brosch et al., 2002; Mishra et al.,

2005; Warren et al., 2006). A compreensdo total do espectro e epidemiologia da doenca
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causada por estas micobactérias requer uma avaliacdo molecular dos isolados ao nivel da
espécie. Deste modo, métodos de identificacdo como os descritos neste trabalho podem

providenciar uma importante ajuda para a realizacdo dessa tarefa.

44



4. Consideracoes finais

A incidéncia da tuberculose em todo o mundo ainda ndo estd totalmente determinada,
particularmente a incidéncia da patologia provocada pelas espécies zoondticas
Mycobacterium bovis e M. caprae e por outras espécies aparentemente menos frequentes do

Complexo Mycobacterium tuberculosis.

Na verdade, o diagndstico laboratorial convencional da tuberculose ndo diferencia, em rotina,
entre as espécies deste complexo. Com recurso a métodos moleculares é hoje possivel uma
efectiva discriminacdo entre os membros do Complexo Mycobacterium tuberculosis, e sua
deteccao a partir de material infectado, recorrendo por exemplo a anélise de polimorfismos do
gene gyrB ou das Regides de Diferenca (RDs) no genoma destas espécies. Adicionalmente,
técnicas como o spoligotyping e a tipificacdo por MIRU-VNTR permitem tipificar intra-
especificamente os membros do complexo e contribuir para o estudo da sua epidemiologia,
desde que correctamente enquadradas num algoritmo de diagndstico laboratorial. Passados
dez anos sobre a publicacio da sequéncia completa do genoma de Mycobacterium
tuberculosis e cinco anos sobre a sequenciacdo do genoma de M. bovis, novas abordagens
para a identificacdo e tipificacdo dos membros do MTC continuam hoje a ser propostas. Os
métodos moleculares revelam-se promissores para um diagndstico mais rapido e especifico da

tuberculose animal e humana, contudo € necessario tornd-los mais simples, acessiveis e

estandardizados para uma utilizagdo mais ampla e efectiva na rotina clinica laboratorial.

Este trabalho pretendeu dar um pequeno contributo neste sentido, tendo-se optimizado e
desenvolvido métodos moleculares relativamente simples que permitem identificar de modo
rapido e eficiente as principais espécies do Complexo Mycobacterium tuberculosis; dois
métodos baseados em PCR para a amplificacdo de uma regido especifica do gene gyrB e para
a andlise de RDs especificas e um terceiro método de detec¢cdo molecular baseado na
hibrida¢ao de Au-nanossondas com sequéncias de DNA alvo especificas. O primeiro método
permitiu a identificagdo das espécies pertencentes ao MTC; os dois tultimos métodos
possibilitaram a diferenciacido dos principais membros deste complexo. Estes métodos foram
testados com estirpes de referéncia e isolados clinicos, revelando ser sensiveis e especificos

(Anexo I).
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Mas mais do que voltar a repetir e discutir os resultados obtidos neste trabalho, pretende-se,
nas consideragdes finais desta Dissertacdo, levantar algumas questdes e modestamente
contribuir para o langar de pistas de trabalho futuro. Deste modo, um desenvolvimento natural
do trabalho apresentado nesta dissertacdo passa necessariamente pela adaptacdo das técnicas
descritas a andlise directa de amostras bioldgicas. A deteccao molecular especifica e rapida de
M. bovis e de outras espécies micobacterianas directamente nas amostras, como por exemplo
em macerados de tecidos, serd deveras importante para melhorar o diagnéstico da tuberculose
animal e, assim, contribuir para um controlo e erradicacdo mais eficientes desta doenca no
nosso pais. E de realcar que a tecnologia de PCR em tempo real tem sido avaliada no
diagndstico de tuberculose humana, mas sdo escassos os estudos sobre a sua aplicacdo ao
diagnostico de tuberculose animal. Seria interessante optimizar a aplicacdo deste tipo de
tecnologias com base nos alvos gendmicos ja caracterizados neste trabalho, como as Regides
de Diferenca e mesmo o gene gyrB. Por outro lado, o desenvolvimento de métodos rapidos e
autonomos de diagndstico, independentes da utilizacdo de equipamentos dispendiosos ou
sofisticados, serd também muito relevante. A reaccdo de PCR € um factor limitante neste
aspecto. Deste modo, como ja atrds referido nesta dissertacdo, serd bastante interessante
estudar as possibilidades de substituicdo deste passo no procedimento experimental de
identificacdo dos membros do Complexo Mycobacterium tuberculosis com nanossondas de
ouro coloidal. Particularmente promissores para analisar sdo as tecnologias isotérmicas de
deteccdo e amplificacdo especifica de 4cidos nucleicos. A aplicagdo destes métodos
simplificados serd particularmente interessante nos laboratérios com menores recursos € nos
paises em vias de desenvolvimento, onde a tuberculose € ainda uma das mais importantes

causas de morbilidade e mortalidade.

Por ultimo, uma vez desenvolvidas e avaliadas alternativas eficazes para a detec¢do e
identificacdo rdpida dos membros do complexo M. tuberculosis, seria interessante avaliar,
com estas novas ferramentas, a real importincia da tuberculose de origem zoondtica em
Portugal. Tal estudo ainda ndo foi feito no nosso pais, apesar deste aspecto estar j4 mais ou
menos caracterizado noutras regides do globo. Tal estudo implicard, como referido no inicio
destas consideracdes, o desenvolvimento de projectos de investigacdo na interface da
tuberculose animal e humana, com base numa cooperacdo estreita entre entidades de
investigacdo dedicadas a saide animal e humana. Este tipo de cooperacdo, na verdadeira
acepcao do conceito “One World, One Health” proposto recentemente pela OIE e WHO,
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permitird certamente alcangar um maior € melhor conhecimento sobre a epidemiologia da

tuberculose no nosso pais, com especial énfase para os aspectos zoondticos desta doenga.
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Anexo I

Resultados da analise das espécies pertencentes ao MTC através dos métodos moleculares utilizados no trabalho

L. . gyrB-PCR ¢ Identificacao
Espécie Estirpe Resultado (PCR-RFLP)

ATCC 25177 v M. tuberculosis M. tuberculosis

M. tuberculosis LNIV 9605

AN5
LNIV: 13027
5530/0/05:
11265: 7230/4:
. 14421/2;
M. bovis 24497/6: 8855: v
5889: 10044:
14577: 13280/6:
13280/4: 34875:

M. bovis M. bovis

20564
M. bovis BCG ATCC 27291 4 M. bovis BCG M. bovis BCG
LNIV: 17320;
M. caprae 4958/0/05; 8403; 4 M. caprae M. caprae

15244; 20752

* Resultados integrados da andlise das espécies pertencentes ao MTC através das metodologias moleculares utilizadas durante o trabalho. Os resultados finais foram confirmados com os

resultados obtidos previamente pela técnica de PCR-RFLP.
v", POSITIVO (amplificagio).

+ , POSITIVO (auséncia de agregag@o).

-, NEGATIVO (agregacio).



