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Resumo

A utilização de sondas de DNA para análise genômica em fase sólida tem se

expandido e ultrapassado as áreas da pesquisa, estendendo-se ao terreno do

diagnóstico de rotina nas áreas  de medicina humana e animal, bem como

nas ciências forenses.  Estas sondas têm sido utilizadas desde o surgimento

da primeira técnica de hibridização descrita  com o southern blotting, que

envolve a imobilização, em filtros de papel, de fragmentos de DNA separa-

dos eletroforeticamente. Outra técnica descrita como o dot-hibridização é

menos complexa do que o southern convencional por não requerer o passo

prévio de eletroforese e por ser menos exigente quanto à qualidade do

DNA, já que dispensa a digestão com enzima de restrição. A marcação mais

comum para estas sondas é o fósforo radioisótopo (32P), que,  apesar de sua

alta sensibilidade, apresenta os inconvenientes de risco físico,  necessidade

de  autorização para manipulação de radioisótopos,  alto custo e  uma vida

média muito curta. Uma série de alternativas para o 32P têm sido utilizadas,

com marcas diretas ou secundárias, entre elas a biotina, que tem mostrado

grandes vantagens e tem sido usada também em laboratórios especializados

e bem equipados. Este trabalho descreve uma modificação do método clás-

sico descrito para sondas de DNA acopladas por biotina hidrazida. Utiliza-

mos a N-hidroxisuccinimida biotina (BNHS) em  dimetilformamida, para

marcar resíduos de citosina disponíveis em  segmentos de fita simples de

DNA extraído de  Corynebacterium pseudotuberculosis. A variação da propor-

ção de biotina e de DNA, bem como sua especificidade e sensibilidade,

foram cuidadosamente testadas e criteriosamente analisadas através de en-

saios de hibridização, adsorvendo-se DNA cromossômico do C.

pseudotuberculosis e outros DNAs em papel de nitrocelulose, seguindo-se a

incubação com as sondas biotiniladas descritas, avidina-peroxidase e revela-

ção com 4-cloro-1-naftol. Os resultados mostraram que a sonda de DNA

produzida tem as características  favoráveis esperadas. Desde que não é

necessário o nick translation nem a utilização de material radioativo ou

mesmo de hidrazida, sondas deste tipo podem ser utilizadas no auxílio do

diagnóstico de infecções por C. pseudotuberculosis e outros microorganismos.
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Introdução

A utilização de sondas de ácido nucléico

para análise genômica em fase sólida tem se ex-

pandido para as áreas de diagnóstico de rotina,

e diferentes metodologias são desenvolvidas com

o propósito de produção destas sondas (LEARY;

BRIGATI; WARD, 1983; TENOVER; UNGER,

1993).

Embora seja clássico o isolamento, a identi-

ficação e a classificação bacteriológica de micror-

ganismos por baterias e provas bioquímicas, a di-

ficuldade de execução de alguns testes para inú-

meros patógenos tem impossibilitado o diagnós-

tico preciso inicial e precoce de algumas infec-

ções. Em alguns casos, pode ser suficiente con-

cluir o diagnóstico de forma indireta, através da

demonstração da presença de anticorpos por di-

versos métodos imunodiagnósticos como o

ELISA, a imunohistoquímica e a imunofluores-

cência para uma série de patologias. Entretanto,

este dado infere o possível contato do hospedei-

ro com o patógeno, que pode ter ocorrido em

um momento anterior, além de não informar,

com precisão, as diferentes espécies e gêneros de

microrganismos. Em vários casos, torna-se indis-

pensável a determinação do agente etiológico, o

que requer a identificação direta do patógeno.

Após desenvolver trabalhos com métodos

indiretos de diagnósticos baseados na identifi-

cação ou mesmo quantificação de anticorpos

contra o agente da linfadenite caseosa, o nosso

grupo resolveu desenvolver uma sonda de DNA

de Corynebacterium pseudotuberculosis, como alter-

nativa futura de ampliação do estudo molecular

deste microrganismo.

Corynebacterium pseudotuberculosis é um

cocobacilo Gram-positivo, patógeno intracelu-

lar facultativo de macrófagos, e encontra-se

amplamente distribuído em populações ani-

mais, causando linfadenite caseosa em ovinos e

caprinos, linfagite ulcerativa peitoral e absces-

sos abdominais em cavalos. Também ocorrem

infecções em bovinos e humanos (JOLLY,

1965; SONGER et al., 1990; PEEL et al., 1997).

C. pseudotuberculosis é filogeneticamente relacio-

nado com o Mycobacterium tuberculosis (PASCUAL

et al., 1995; SIMMONS; HODGSON;

STRUGNELL, 1998).

A linfadenite caseosa é uma doença infec-

ciosa crônica, cuja transmissão se dá principal-

mente através da pele, pelo contato de animais

sadios com animais portadores de abscessos que

evoluem até a supuração (SIMMONS;

HODGSON, STRUGNELL, 1997; SIMMONS

et al., 1998), entretanto, a transmissão também

acontece por aerossóis, através do leite e por

vetores como moscas (ELLIS et al., 1987;

PATON et al., 1995; BRAVERMAN et al.,

1999). A introdução de um animal infectado

em um rebanho sadio resulta em aparecimento

de abscessos nos animais ao longo de dois a

três anos ou mesmo antes deste período (RI-

BEIRO et al., 1991), e a erradicação da doença

torna-se extremamente difícil (ALVES; OLAN-

DER, 1999).

O presente trabalho foi realizado objeti-

vando a produção de uma sonda não radioati-

va de DNA para diagnóstico molecular, como

alternativa ao método clássico de cultura bacte-

riológica, que possibilite a identificação deste

microrganismo nas amostras de biópsias, e aos

métodos indiretos de detecção de anticorpos

por imunodiagnóstico, já desenvolvidos no La-

boratório de Imunologia e Biologia Molecular

do ICS (OLIVEIRA et al., 1992).

Materiais e métodos

Cultura do microrganismo

A cepa de Corynebacterium pseudotuberculosis

foi mantida e cultivada pela Empresa Baiana de

Desenvolvimento Agrícola (EBDA), segundo

metodologia clássica descrita por OLIVEIRA et

al. (1992) com pequenas modificações. As colô-

nias foram semeadas em meio BHI por 48 horas

a 37ºC, e a cepa foi, então, cultivada em meio

ágar-triptose lactoalbumina, enriquecido com

extrato de levedura, durante 72 horas, em garra-

fas de Roux. A cultura com a suspensão bacteriana

em fase de crescimento logarítmico foi, então, la-

vada três vezes com NaCl 0,15 M tamponada com

fosfato 0.015 M, pH 7.4 (STF), seguindo-se lava-

gem com tampão Tris-HCl 10 mM, contendo 1

mM de EDTA pH 8 (Tris-HCl-EDTA).
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Extração do DNA

A técnica utilizada para extração do DNA

foi realizada segundo Sambrook, Fritsch e

Maniatis (1989a) com modificações baseadas em

Leary, Brigati e Ward (1983) e Reisfeld et al.

(1987). Após a última centrifugação a 3.000 g

a 4o C durante 30 min, o precipitado foi pesa-

do, e 1 mg de massa úmida bacteriana foi res-

suspenso em 5,5 ml de Tris-HCl. As células fo-

ram lisadas por adição de 1ml de RNAse (10

mg/ml) e 10 ml de lisozima (50 mg/ml) em

banho de gelo durante 5 minutos, seguidos de

100 ml de uma solução de SDS 2,5% em 100

mM Tris-HCl e 0,25 mM de EDTA pH 8. Após

agitação, 120 ml de acetato de amônio 8M fo-

ram adicionados, e a amostra foi incubada du-

rante 15 minutos sob agitação vertical. Após

centrifugação, adicionou-se ao sobrenadante 0,6

volumes de isopropanol. O precipitado de

DNA foi lavado com etanol e, posteriormente,

diluído em 50 ml de tampão Tris-HCl-EDTA.

O DNA foi analisado por eletroforese em gel

de agarose, e a concentração e a pureza foram

determinadas por leitura espectrofotomética a

260 e 280 nm, segundo Sambrook, Fritsch e

Maniatis (1989a).

Biotinilação da sonda

A padronização da biotinilação foi realiza-

da segundo Sambrook, Fritsch e Maniatis

(1989b) com modificações baseadas em Leary

et al. (1983) e Reisfeld et al. (1987), empregan-

do-se algumas variações, quando foram utiliza-

dos 100 ml de diversas concentrações entre 1

mg/ml e 100 mg/ml de DNA de C. pseudotu-

berculosis previamente extraído e anteriormente

desnaturado a 100oC por 10 minutos. A rea-

ção foi interrompida por resfriamento em ba-

nho de gelo e amostras de DNA foram diluídas

em Tris-HCl 10 mM e EDTA 1 mM pH 8 e

incubadas a 4oC com 2 ml de diferentes con-

centrações de éster de biotinil-N-hidroxisucci-

nimida [BNHS] (Sigma) entre 0,15 a 0,50 mM

em dimetilformamida (Sigma) (0,25 e 0,50

mM) em períodos de 24, 48, 72 e 96 horas. As

amostras foram dialisadas contra STF e conge-

ladas a –20o C.

Dot-hibridização

Realizado em membranas de nitrocelulose

(Sartorius) após adsorção de 2 ml de DNA a ser

testado (1 mg/ml de DNA genômico alvo, de

várias origens) com aparelho de dot com pres-

são negativa. Após secagem, as membranas fo-

ram testadas separadamente com 1 mg/ml de

sonda em bolsas plásticas seladas, em uma pré-

hibridização por 4 horas a 42oC, seguida da

hibridização propriamente dita durante 16 ho-

ras a 42o C.

Para o controle de sua especificidade, a son-

da foi incubada com o DNA de C. pseudotuber-

culosis, L. interrogans pomona, L. interrogans

icterohaemorragiae e L. biflexa e de bacteriófago

lambda gt11.

A sensibilidade da sonda foi testada adsor-

vendo o DNA biotinilado em diferentes con-

centrações e posterior revelação direta de cor,

pela técnica descrita a seguir.

A detecção da atividade da sonda após

hibridização das membranas lavadas com STF

foi realizada por incubação das membranas com

BSA 3% em STF a 37oC durante uma hora e

incubadas, então, com avidina-peroxidase

(Sigma) na concentração de 1 mg/ml durante 1

hora a 37oC. Após lavagem com Tris-HCl 0.05

M, a reação foi observada mediante incubação

rápida com a solução reveladora contendo um

volume de 4-cloro-1-naftol 0,3% em metanol e

quatro volumes de Tris-HCl 0,05 M contendo

0,2 M de NaCl e 0,33 ml/ml de água oxigena-

da (H
2
O

2
) a 30%. A reação foi interrompida

com lavagem da membrana com água destilada.

Resultados e discussão

Os resultados obtidos nas diversas situa-

ções mostram que as amostras de 100 ml de

DNA genômico de C. pseudotuberculosis conten-

do de 0,8 a 1 mg adicionados a 2 ml de 0,5

mM de BNHS produziram sondas com maior

sensibilidade quando testadas, tanto diretamen-

te adsorvidas no papel de nitrocelulose, quan-

to nos testes de hibridização (FIG. 1 e 2).
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2,56  ng  →

1,28  ng  →

640  ng  →

360  ng  →

180  ng  →

90  ng  →

45  ng  →

FIGURA 1 – Revelação da aplicação
direta da sonda de DNA
de C. pseudotuberculosis

(diaminobenzidina)

FIGURA 2 – Hibridização da sonda
genômica de DNA de
C. pseudotuberculosis com
C. pseudotuberculosis

como alvo

a b c

A marcação do DNA genômico de C. pseudo-

tuberculosis foi realizada em diferentes concen-

trações, adicionando-se também diferentes con-

centrações de N-hidroxisuccinimida-biotina

(BNHS) e variando o tempo de incubação para

a conjugação entre 12 e 96 horas a 4oC. O per-

fil eletroforético do DNA purificado e utiliza-

do para obtenção da sonda biotinilada encon-

trava-se em bom estado, conforme pode-se ob-

servar no gel de agarose (FIG. 3).

Surpreendentemente, o tempo de incuba-

ção desta mistura também mostrou que son-

das com as mesmas características de sensibili-

dade foram obtidas indiferentemente nos tem-

pos entre 24 e 96 horas de incubação. Pode-se

associar, às condições experimentais apresenta-

das, as características do DNA utilizado para

sonda que, provavelmente, no tempo mínimo de

reação, já tinham saturado os resíduos disponíveis

para biotinilação e que os mesmos permanece-

ram estáveis durante o tempo subseqüente de

incubação.

Quanto à sua especificidade, as sondas de

C. pseudotuberculosis foram testadas com DNA

de L. interrogans pomona, L. interrogans

icterohaemorragiae e L. biflexa e de bacteriófago

lambda gt11. Os resultados observados (FIG.

4) mostram especificidade de interação entre as

fitas de DNA do C. pseudotuberculosis, com a

ausência de reatividade inespecífica com as ou-

tras amostras de DNA.

FIGURA 4 – Hibridização da sonda genômica de A de C.

pseudotuberculosis com: a) C. pseudotuberculosis; b)

Leptospira biflexa; c) Leptospira interrogans pomona;

d) Leptospira interrogans icteroahemorragiae; e)

Bacteriófago lambda gt11.

� 360    pg      

� 180    pg   

�   90    pg   

�     0    pg   

FIGURA 3 – Eletroforese de DNA em
gel de agarose 0,3% cora-
do com brometo de etídio.
a) Padrão de PM de DNA;
b) Tampão de amostra de
DNA; c) DNA extraído de
C. pseudotuberculosis

� 800 pg

� 400 pg

� 200 pg

� 0 pg



84

R. Ci. Méd. Biol., Salvador, v. 1, n. 1, p. 80-85, nov. 2002

Abstract

The use of DNA probes in gene analyses in a solid phase has expanded from research to routine diagnosis in medicine or veterinary plant

breeding and forensic science. Those probes have been used since the introduction of the hybridization  technique described as southern blotting,

which involves the immobilization of electrophorectically separated  fragments of DNA onto a filter, followed by hybridization to specific DNA

probe sequence. Another technique described as dot hybridization is less complex than the conventional southern blotting; no electrophoretic

step is required and it is less demanding on DNA quality because no digestion with restriction enzyme is performed. The most commonly used

label in those probes is the radioisotopic 32Phosphorus, which needs authorization for using; it is expensive, hazardous, and has extremely short

lifetime besides its high sensitivity. A lot of  alternatives to 32P label have been used, with direct  or secondary labels. Among them, the biotin-

labeled probes have shown great advantages and have successfully been used in specialized and well equipped laboratories. This study reports

a modification of the classical method described for DNA probes coupled by hidrazide biotin (REISFELD, 1987). In our work we have used

biotinyl-N-hydroxysuccinimide ester (BNHS) in dimtehylformamide to label cytosine residues of available single-strended DNA segments

extracted from Corynebacterium pseudotuberculosis. The variation in the rate of biotin and DNA as well as its specificity and sensibility

were carefully  tested and criteriously analyzed by adsorption genomic DNA  of  C. pseudotuberculosis  and other DNAs in nitrocelullose

paper followed by incubation with previously mentioned biotinilated  probes, peroxidase avidine and revealed with peroxide hidrogen and 4-

cloro alpha naphtol. The results showed that the produced DNA probe have the desired good characteristics. This alternative method, which

can be employed with the DNA of  other microorganisms, may  produce, in an easier way,  non- radioactive probes, making that procedure

less expensive, more rapid  and safer since the nick translation is not necessary, neither the use of radioactive products nor  the use of hidrazide.

This specific probe can be used on the diagnosis of C. pseudotuberculosis infection in goats and sheep.

Key words

Biotimilation, DNA Probe, Corynebacterium pseudotuberculosis, Biotinyl-N-hydroxysuccinimide ester, DNA hybridization.

O método utilizado na produção da son-

da baseia-se na interação da biotina com resídu-

os não pareados de citosina, facilitada pela ação

da dimetilformamida. Os resultados encontra-

dos permitem concluir que as sondas de DNA

diretamente biotiniladas com BNHS em dime-

tilformamida podem ser úteis para o desenvol-

vimento de sondas para detecção específica de

diferentes microrganismos.

A sensibilidade obtida em hibridização

com a detecção de até 180 pg de DNA (FIG. 1)

foi menor do que a descrita por REISFELD et

al. (1987), que conseguiram detectar até 0,9 pg

com sondas marcadas com biotina hidrazida em

náilon. Entretanto, tal nível de sensibilidade

pode ter sido alcançado por haver o autor tra-

balhado com amostras de DNA puro e homo-

gêneo (DNA de esperma de salmão) e com son-

da radiomarcada com 32P, ao invés de DNA

cromossomal bacteriano e marca fria não radioa-

tiva utilizados no presente trabalho. Entre as

vantagens de se trabalhar com BNHS sem a

hidrazida, pode-se citar a rapidez e eficiência da

técnica, o baixo custo e a possibilidade de sua

utilização em identificação de amostras para

estudos in situ.

Conclusões

1) Os resultados encontrados mostram o

sucesso da utilização da técnica de biotinilação

direta de sondas de DNA com BNHS em

dimetilformamida de produção rápida, fácil,

eficiente e de baixo custo.

2) O DNA genômico de C. pseudotuber-

culosis na concentração de 0,8 a 1 mg em 100

ml acrescidos de 2 ml de 0,5 mM de BNHS

produziu sondas com maior sensibilidade.

3) A sensibilidade da sonda obtida nas

condições apresentadas por esta metodologia

mostrou ser de 180 pg em nitrocelulose e de

90 pg de DNA, quando testada por hibridização.

4) O tempo de incubação desta mistura,

também testado, mostrou que sondas com as

mesmas características de sensibilidade foram

obtidas nos diferentes tempos entre 24 e 96

horas de incubação.

5) As sondas de C. pseudotuberculosis mos-

traram especificidade, não hibridizando duran-

te a incubação com os DNAs de L. interrogans

pomona, L. interrogans icterohaemorragiae e L.

biflexa e de bacteriófago lambda gt11.
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