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Elucidacao da epidemiologia da tuberculose bovina
pela analise do numero variavel de repeticoes
nucleotidicas em tandem em multiplos loci

do genoma de micobactérias patogénicas

Méonica V. Cunha, Ana Canto, Ana Botelho

SUMARIO

A técnica de anadlise do numero variavel de repeticbes nucleotidicas em tandem
em multiplos /oci (MLVA-VNTR) tem sido utilizada para caracterizar geneticamente
microrganismos, nomeadamente bactérias patogénicas, como é o caso de Myco-
bacterium bovis, o principal agente etiolégico da tuberculose bovina. Neste capitulo,
descreve-se um protocolo de MLVA-VNTR aplicado a genotipagem de estirpes do
complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) e, por isso, designado MIRU-VNTR
(mycobacterial interspersed repetitive units-VNTR), usando como modelo a espécie
M. bovis. A metodologia subjacente, baseada na analise de um painel de oito /oci,
consiste em determinar, por eletroforese em gel horizontal de agarose, o tamanho
dos fragmentos de DNA amplificados por reagéo de polimerase em cadeia (PCR)
que contém as regides VNTR de interesse, possibilitando a estimativa do nimero de
copias das repeticoes presentes e que correspondem a variantes alélicas nesses /oci.

INTRODUCAO

Nos organismos eucariotas e procariotas
existern regides gendmicas com Sequéncias
repetidas de nucledtidos de tamanho variavel,
que sdo denominadas minissatélites, quando
o tamanho da sequéncia que se repete varia
entre 10-100 pares de bases, e microssatéli-
tes, quando o tamanho varia entre 1-13 pares
de base’. Estes loci podem ser de varios tipos,
entre os quais MPTR (major polymorphic
tandem repeat), quando a sequéncia repetida
apresenta variabilidade nucleotidica, ou ETR
(exact tandem repeat), quando a sequéncia re-
petida ¢ totalmente idéntica. Pode ainda veri-
ficar-se hipervariabilidade em alguns loci, que
apresentam um numero variavel de repeticoes
em tandem, VNTR, resultante da inser¢io ou
elimina¢do de uma ou mais cdpias da sequén-
cia que se repete. Esta variacdo, cuja origem se

desconhece mas que se pode dever a erros na
replicagdo do DNA, resulta no alongamento
ou encurtamento da regido. A existéncia des-
tes loci polimorficos em bactérias patogénicas
de animais e/ou zoondticas tem sido explorada
no desenvolvimento de métodos de tipificagio
moleculares, sendo ferramentas importantes
em estudos epidemiologicos. A MLVA é o mé-
todo de genotipagem mais amplamente usado
em microrganismos patogénicos e zoondticos
como ¢ o caso dos agentes da febre Q (Coxiella
burnetii), brucelose (Brucella spp.) e da tuber-
culose (TB) humana e animal, causada pelos
membros do MTBC. Este complexo inclui sete
espécies/ecotipos patogénicos, intimamente
relacionados a nivel do seu genoma, que cau-
sam doencgas semelhantes em diferentes hos-
pedeiros, nomeadamente Mycobacterium tu-
berculosis, o agente etiologico da TB humana,
e M. bovis, associado a TB bovina, zoonose
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endémica em alguns paises e com considera-
vel impacto a nivel mundial. A luz do atual
conhecimento, postula-se que as populagdes
contemporaneas dos ecotipos do MTBC sido
essencialmente clonais, descendendo de um
ancestral comum, tendo evoluido a partir de
eliminagdes sucessivas de regides do genoma,
o que lhes terd conferido tropismo para dife-
rentes espécies hospedeiras?.

Os loci MLVA de micobactérias patogéni-
cas foram identificados por Supply e colabora-
dores' em regides intergénicas dispersas pelo
genoma das diferentes espécies do MTBC,
sendo denominados MIRU-VNTR. Foram
mapeados 41 loci MIRU no cromossoma da es-
tirpe de referéncia M. tuberculosis H37Rv, com
unidades de repetigio que variam entre 40 a
100 pares de base. A amplificagio e avaliacio
do tamanho destes loci permitem a determi-
nagio do niimero de repeticoes existentes em
cada locus para cada estirpe, correspondendo
a um perfil alélico numérico®. No caso de M.
tuberculosis, 0 método MIRU-VNTR comecou
por incluir um painel de 12 loci, que foi depois
alargado para 24*¢, de modo a aumentar a ca-
pacidade discriminatoria.

Micobactérias dos complexos MTBC? com
origem em Portugal tém sido genotipadas por
avaliagdo do numero de unidades que se repe-
tem em tandem nessas regides.

Para a genotipagem de M. bovis, foi sele-
cionado um painel de nove loci, designados
por VNTR 3232, ETR-A, ETR-B, MIRU-
26, QUBIL1b, QUB1la, ETR-C, MIRU-4 e
VINTR4156, considerado o mais discrimina-
torio para estudos epidemioldgicos®. Estudos
posteriores avaliaram estes loci para distintas
populagées geograficas de M. bovis e diferen-
tes cendrios epidemioldgicos, tendo sido esta-
belecido um painel de oito loci (Tabela 27.1)
mais discriminatério para a populagio de iso-
lados de M. bovis obtidos em Portugal a partir
de espécies pecudrias e espécies selvagenss’.

A genotipagem por MIRU-VNTR consiste
na amplificagao destes loci pela PCR atra-
vés do uso de sequéncias oligonucleotidicas
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iniciadoras (primers) para as regides que os
flanqueiam. O tamanho dos produtos de PCR
estd relacionado com o ntimero de repeticoes
presentes em cada locus, ao qual vai correspon-
der um determinado alelo. A determinagio do
tamanho dos produtos de PCR para cada locus
pode ser efetuada por eletroforese horizontal
em gel de agarose, visto que as diferencas no
tamanho do numero de copias variam, no mi-
nimo, 40 pares de base; por eletroforese capilar
em sistemas automatizados, usando multiplex
PCR e primers marcados com fluor$feres®s;
ou, ainda, por HPLC (high pressure liquid
chromatography)®. As variages do niimero de
repetices identificadas em cada locus corres-
pondem a variantes alélicas, sendo que o perfil
numérico resulta da associagdo dos alelos pre-
sentes em todos os loci analisados.

1. MATERIAL

> Estirpe de referéncia a usar como con-
trolo positivo nas peacdes-dePCR ¢ na
estimativa do tamanho dos produtos
de amplificagdo: M. tuberculosis H37Rv
(VV-E-481) (colecio do Laboratério de
Referéncia Europeu para a Tuberculose
Bovina - VISAVET, UCM, Madrid).

» Estirpes de M. bovis isoladas de amos-
tras clinicas de bovinos diagnosticados
com tuberculose bovina.

2> Tampao TE (Tris-EDTA): 10 mM Tris

-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA. Esterilizar
em autoclave (15 minutos, 121 °C) e ar-
mazenar a temperatura ambiente.

2 Primers especificos para amplificagio dos

oito loci selecionados (ver Tabela 27.1).
» Solugdo de trabalho dos primers: dissol-
ver os primers liofilizados em TE ou em
agua livre de nucleases, de acordo com
as instrugdes do fabricante. As solugdes
stock sdo preparadas de forma a obter
uma concentragao de 100 uM. Fazer ali-
quotas das solugoes stock e armazenar a
-20 °C. Diluir uma aliquota da solugio
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TABELA 27.1 Sequéncia dos iniciadores plara cada um dos oito loci MIRU-VNTR.

Locus (Alias) Iniciadores (sequéncia 5’ f 3)
——

wn ameswer 2 oxtmmecrocooos
i T
o e TR SmcRossocy
o S
amm e [ ccoMoccmmcccsonn
MIRU-26 VNTR2996 26F- TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC

26R- CATAGGCGACCAGGCGAATAG

stock de primers em agua livre de nu-
cleases, de forma a obter-se uma con-
centragdo de trabalho de 10 uM.

> Mistura de desoxirribonucledgidos tri-
fostatados (ANTP) (dATP, dCTP, dGTP,
e dTTP), na concentragio de 10 mM
(armazenados a -20 °C).

> Polimerase termoestédvel para PCR (’izn_q
DNA polimerase), tampao da enzima
(o tampdo poderd ter ou ndo incor-
porado os constituintes do tampao de
deposi¢io), e solugio de MgCl, na con-
centracio de 25 mM. Estes produtos sdo
armazenados a -20 °C.

» Tampdo TBE 1x (0j089 M dcido bérico;
0,089 M Tris; 0,02 M EDTA; pH 8,0); este-
rilizar em autoclave (15 minutos, 121 °C)
e armazenar a temperatura ambiente.

» Brometo de etidio 1% (m/v) ou outro
agente intercalavel de DNA com menor
toxicidade.

> Gel de agarose a 1,5% (m/v) em tampao
TBE 1x: pesar a agarose, dissolver em
TBE 1x por aquecimento em micro-
-ondas. Arrefecer, sem deixar solidificar,

e adicionar brometo de etidio (5 pL da
solu¢do a 1% por cada 100 ml de solu-
¢do de agarose). Homogeneizar bem,
verter no suporte de eletroforese, deixar
solidificar, colocar na tina de eletrofo-
rese, e cobrir a superficie do gel com
tampao TBE 1x.

» Tampdo de deposi¢io da amostra, di-
luido de 1:5 (por exemplo, azul de bro-
mofenol).

% Marcador de massas moleculares con-
tendo fragmentos adequados aos tama-
nhos dos fragmentos esperados (Tabela
2714y

2> Agarose.

> Tina horizontal de eletroforese, suporte
de géis de agarose e pente com niimero
de pocos adequado.

» Fonte de alimentacao.

> Centrifuga de bancada.

» Termociclador. r

> Fortet. PAgtadst. o wotite

» Banho seco.

» Transiluminador de luz ultravioleta
(UV) e sistema de aquisi¢ao de imagem.
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2. PROCEDIMENTO OPERACIONAL

2.1.

308

Extracao de DNA gendmico a partir de

culturas puras de M. bovis

A extragao do DNA genémico tem de ser

realizada em laboratério de seguranga

bioldgica de nivel 3, pelo elevado risco de
contaminagdo do operador e do meio am-
biente circundante. O operador pode ser
infetado pela inalacdo de aerossois, con-
tactos com as vias respiratorias e/ou com
as mucosas conjuntival e oral. Assim, du-
rante o procedimento, tém de ser cumpri-
das escrupulosamente todas as regras de
biosseguranca, utilizando equipamento
de protecio individual descartavel (luvas,
mdscaras, batas, toucas e protetores de sa-
patos), material de laboratério descartavel
com seguranca bioldgica (por exemplo,
pontas de micropipetas com filtro), e evi-
tando-se a formagdo de aerossois na pre-
paragio das suspensdes de DNA. O DNA

gendmico de cada isolado de M. bovis a

usar na PCR ¢ extraido por ebuli¢do pela

simplicidade subjacente e para minimiza-
¢ao de exposicio do operador as células
vivas do microrganismo.

1. Retirar uma ou mais colénias do isolado
a partir do meio de cultura sélido, sem
retirar agar, e ressuspender em 300 pL
de TE num tubo de rosca, agitando.

2. Centrifugar a 15 000xg a temperatura
ambiente, durante 5 minutos, e descar-
tar o sobrenadante.

3. Ressuspender o sedimento em 50-100
pL de TE, consoante o seu tamanho, e
agitar.

4, Incubar a 95 °C, durante 45 minutos,
usando banho seco.

5. Centrifugar a suspensdao a 15 000xg,
durante 1 minutog.

6. Transferir o sobrenadante (que contém
o DNA) para um novo tubo.

7. Apos os passos de inativa¢do térmica e
extracdo, o DNA pode ser guardado a
-20 °C fora do laboratdrio de seguranca

biologica de nivel 3. As opera¢oes sub-
sequentes podem ser realizadas em cé-
mara de seguranga bioldgica classe 1.

2.2. Amplifica¢io das regides VNTR por

PCR

1. Diluir o DNA de 1:10 em tampdo TE.

2. O ensaio de MIRU-VNTR consiste na
amplificagdo em separado de 0it0$ loci
por PCR simples. Incluir em cada en-
saio 0 DNA das estirpes de referéncia
como controlos positivos. As PCR sdo
preparadas em camara de fluxo lami-
nar horizontal, previamente esterilizada
com iluminac¢io UV, ou em zona branca
estéril (auséncia de moléculas de DNA).

3. As reacoes de amplificagdo para cada
locus sao feitas num volume final de
25 uL. Preparar num microtubo uma
mistura de reagdo (master-mix), tendo
em consideracio o numero total de
amostras a analisar, incluindo um con-
trolo positivo (M. tuberculosis H37Rv)
e um controlo negativo (agua estéril,
livre de nucleases). Para cada locus,
cada reagdo individual deverd conter:
tampdo de reagdo da polimerase 1x,
200 uM de cada ANTP, 0,4 mM de cada
par de primers (forward e reverse) (ver
Tabela 27.1), 3 pM de MgCl, para os
loci MIRU/4 e MIRU/26, ou 1,5 uM de
MgCl, para os restantes loci, e 0,02 uni-
dades de Tag DNA polimerase; perfa-
zer o volume a 22,5 pL. com agua estéril,
livre de nucleases.

4. Distribuir 22,5 pL da mistura reacio-
nal em microtubos de 200 pL. Numa
outra sala (zona verde), adicionar a
cada microtubo 2,5 pL de amostra de
DNA diluido de 1/10 (ver ponto 1).
Sao incluidos em cada série de ensaios
um controlo positivo [2,5 uL. de DNA
da estirpe de referéncia M. tuberculo-
sis H37Rv (VV-E-481)], e um controlo
negativo (2,5 puL de dgua estéril livre de
nucleases, que ¢ adicionada por ultimo).
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5. Colocar os microtubos no termoci- 3. Submeter a eletroforese, durante 5 horas,

clador e aplicar o seguinte programa:
passo inicial de 95 °C durante 5 minu-
tos, para a desnaturagdo das cadeias de
DNA, seguido de 40 ciclos constitui-
dos por: desnaturagdo a 94 °C durante
1 minuto, hibrida¢io a 59 °C durante
1 minuto, elongagdo a 72 °C durante

a uma voltagem constante de 90 V.

4. Apos a separagio eletroforética, os pro-

dutos de PCR sdo visualizados sob luz
UV e a imagem deve ser capturada,
preferencialmente, por um sistema fo-
tografico digital.

2.4. Determina¢io do nimero de unidades
de repeti¢io em cada locus
1. O tamanho de cada ampliciao é deter-
minado tendo como referéncia o con-
trolo positivo (estirpe H37Rv) e o mar-
cador de massas moleculares.
O ntimero de unidades de repetigao
em cada locus é deduzido com base

1,5 minuto; segue-se um passo final de
elongagdo a 72 °C durante 10 minutos.
Conservar a 4 °C ou a -20 °C até poste-
rior utilizagdo.

2.3. Eletroforese em gel de agarose para vi-
sualizacido dos produtos de PCR 2.
1. A massa molecular dos fragmentos am-

s

plificados ¢ estimada por eletroforese
em gel de agarose a 1,5% (m/v).

. A cada produto de amplificagdo, adi-

cionar 5 pL de tampao de deposicao da
amostra, misturar e descarregar 5 pL
no gel, colocando, lado a lado, os pro-
dutos correspondentes a0 mesmo locus
amplificado, incluindo o produto de
PCR correspondente da estirpe de re-
feréncia. Colocar, no primeiro e no ul-
timo pogos do gel, e também de 5 em
5 pogos, 5 pL de marcador de massas
moleculares (com fragmentos espaga-
dos de 100 pares de base).

numa tabela de interpretagio (ver Ta-
bela 27.2), que compila a informacio
presente nabase de dadoshttp://mlva.u-
-psud.fr/mlvav4/genotyping/view.php,
e que permite definir, para cada locus,
a relacdo entre a massa molecular dos
produtos de amplifica¢do obtidos e o
namero de repeti¢oes correspondente.

. Recorrendo a Tabela 27.2, o tamanho

dos amplicoes é convertido em nimero
de repetigoes, sendo o resultado global
para os n loci analisados dado na forma
de um cédigo de n algarismos (perfil
numérico).

CONCLUSOES

O tamanho dos produtos de amplificagao obtidos para cada locus pode ser deduzido utilizando
diferentes abordagens metodoldgicas, no entanto a precisdo exigida esta relacionada com o ta-
manho da unidade de repetigao dos loci avaliados. Nos foci aqui descritos, é normalmente utili-
zada a eletroforese em gel de agarose para estimar o tamanho dos amplicdes correspondentes.
No entanto, essa avaliacdo nem sempre € Gbvia, visto existirem unidades de repeticdo parciais.
Nestes casos, usa-se a anotagao 0’, 1', 2', 3", etc. Um exemplo em que esta situagao se verifica
com alguma frequéncia é o locus MIRU/4 que, nas estirpes M. bovis BCG, M. tuberculosis H37Rv e
H37Ra, e em menos de 1% de estirpes clinicas, apresenta os alelos 0’ (122 pares de base ot (199
pares de base), 2’ (276 pares de base), e 3’ (353 pares de base) (ver Tabela 27.2). [Foram, entre-
tanto, desenvolvidos processos automatizados baseados em eletroforese capilar e sequenciagao
que permitem estimar com maior rigor e reprodutibilidade o nimero de repeticées em cada /ocus
e que tém particular interesse na avaliagac de repeticbes em tandem muito pequenas (regides
microssatélites).
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Os dados fornecidos por estes métodos séo faciimente armazenados e comparados entre
laboratorios através de bases de dados internacionais, acessiveis pela Internet. Para possibilitar
a comparagao de codigos entre diferentes estirpes, a ordem dos loci deve ser mantida constante
num mesmo estudo epidemiolégico. Também na comparagdo com bases de dados internacio-
nais, como MIRU-VNTRplus (http://Awww.miru-vntrplus.org/MIRU/index.faces)'®", deve ter-se em
atencdo a ordem dos loci usada pelos outros autores no perfil numérico. A andlise dos oito foci
MIRU-VNTR, considerados mais polimérficos na populagao de M. bovis isolada em Portugal®, per-
mite obter um codigo (perfil) de oito algarismos. Usando a ordem de Joci estabelecida (VNTR 3232,
ETR-A, ETR-B, ETR-C, QUB 11a, QUB 11b, MIRU/4 e MIRU/ZB), o codigo MIRU-VNTR da estirpe
de referéncia M. tuberculosis H37Rv (VW-E-481) é: 53333 5 3' 3 (ver Tabela 27.2).

A capacidade discriminatéria da caracterizagdo molecular de estirpes por MIBU-VNTR é calcu-
lada globalmente, através do nimero de perfis alélicos obtidos de isolados de diferentes unidades
epidemioldgicas, e também individualmente para cada locus, usando o indice de Hunter-Gaston
(h)'='3. Para este calculo, podem ser utilizadas ferramentas bioinforméaticas disponiveis online ou o
programa BioNumerics (Applied Maths, Bélgica).

Como a capacidade discriminatéria de cada focus varia em diferentes populacées de M. bovis
localizadas em varias regides do globo, justifica-se a selecao prévia do painel de loci mais discrimi-
natério para cada regido, caso se queira fazer um estudo epidemioldgico a nivel regional.

Para a populagdo de M. bovis isolada em Portugal, o método de MIRU-VNTR, utilizando o
painel de oito loci aqui descrito, permite obter um poder discriminatério elevado (h=0,96)%7, sendo
uma boa ferramenta laboratorial numa perspetiva de abordagem hierarquica, complementando
0 gendtipo de estirpes previamente caracterizadas por spoligotipagem, que se baseia na analise
de uma regido independente do genoma, a regido direct repeat (DR)*. Considerando os isolados
obtidos em Portugal genotipados até ao presente momento, os loci mais discriminatérios séo:
VNTR3232 (h=0,57), ETR-A (h=0,63), QUB 11b (h=0,58) e MIRU/26 (h=0,58).

A spoligotipagem & um meétodo adequado para avaliar a estrutura da populacéo de M. bovis
existente numa determinada regido ou pais, que complementada com o método MIRU-VNTR per-
mite investigar um determinado surto e as fontes e vias de transmiss@o da TB bovina'. Recen-
temente, foram publicados estudos descrevendo a comparagdo molecular de estirpes do MTBC
tendo por base a andlise de sequéncias completas dos seus genomas, obtidos por recurso aos
sistemas de sequenciagao de Ultima geragédo (NGS j-rext-generationsequercing). A utilizacéo des-
tas metodologias visa uma maior resolucao em estudos taxonomicos e filogenéticos. No entanto,
numa perspetiva complementar, a spoligotipagem e MIRU-VNTR continuam a ser ferramentas
muito Uteis no estudo da estrutura genética de uma populagao a nivel local ou global, permitindo
responder a questoes epidemicldgicas complexas.

A andlise dos dados relativos @ movimentagédo de bovinos e de inquéritos epidemiolégicos,
associados aos dados de genotipagem, permite inferir a origem de uma infegao por M. bovis.
Registam-se casos em que o surto de tuberculose bovina numa dada exploracéo pode ter sido ori-
ginado pelo movimento de animais, pela introducdo de um animal infetado, ou por reativacgo®” 4.
A genotipagem de isolados de espécies silvestres e a comparagdo com os gendtipos de isolados
de espécies domésticas séo essenciais para determinar a ocorréncia de transmissao entre espé-
cies, a existéncia de um ciclo silvestre da doenca, e a presenca de reservatérios de manutengéo
que sao responsaveis pela transmisséo horizontal e vertical num dado ecossistema. Quando dois
gendtipos baseados nos perfis de spoligotipagem/MIRU-VNTR séo idénticos entre, por exemplo,
isolados de javalis e bovinos ou entre veados e bovinos, em areas geogréficas adjacentes, sus-
peita-se que houve transmissao de M. bovis entre espécies silvestres e domésticas. Também as
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exploragbes de outras espécies domésticas, néo sujeitas a qualquer tipo de controlo, como os
caprinos, ovinos ou suinos, podem ser infetadas por este ecétipo, nomeadamente quando o ma-
nuseamento € feito em regime extensivo e/ou em exploracdes mistas®7"14,
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