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A tecnologia blu-ray aplicada ao diagndstico
de agentes patogénicos
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A TECNOLOGIA BLU-RAY APLICADA AO
DIAGNOSTICO DE AGENTES PATOGENICOS

Os SISTEMAS SENSORES BASEADOS NA TECNOLOGIA DE DISCO
COMPACTO CONSISTEM NUM CONJUNTO DE ANALISES DE
MICROMATRIZES QUE INTEGRA O RECONHECIMENTO MOLECULAR
NA SUPERFICIE DE UM DISCO COMPACTO STANDARD. NESTE

Protétipo de leitor de discos.

Sergi Morais, Luis A. Tortajada-Genaro
e Angel Maquieira

Departamento de Quimica

Centro de Reconhecimento Molecular

e Desenvolvimento Tecnoldgico (IDM)
Universidade Politécnica de Valéncia
Imagens cedidas pelos autores

O controlo das doencas de animais de produc@o é
um dos objetivos prioritarios da sanidade animal.
Para isso, sao seguidos uma série de procedimentos
veterinarios com o objetivo de permitir um maior

BluTayOlsc
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SENTIDO, UM DISCO COMPACTO BLU-RAY TEM UMAS EXCECIONAIS
POSSIBILIDADES COMO SUPORTE ANALITICO INTERATIVO. ALEM
DISSO, E POSSIVEL LER OS RESULTADOS COM UM DETETOR
COMERCIAL.

bem-estar animal e uma seguranga alimentar, con-
trolando e evitando doencas que afetem os alimentos
e se transmitam as pessoas. A fim de maximizar a
produtividade das exploragdes, € necesséaria a im-
plementagdo de programas sanitarios eficazes que
controlem, por exemplo, o aparecimento de surtos
epidémicos causados por agentes infeciosos. Estes
programas sanitarios devem contemplar um acom-
panhamento das patologias presentes que permitam
estabelecer protocolos adequados. A maior parte das
infecoes afetam a produtividade, diminuindo taxas
reprodutivas, rendimento leiteiro e indices de trans-
formagao. Por isso, dispor de ferramentas diagnds-
ticas adequadas permitira a aplicacao de programas
sanitarios eficazes que otimizem a produtividade, a
sanidade e o bem-estar animal.

A obtengao de técnicas rapidas, faceis e fidveis que
permitam obter resultados de uma forma rapida, a
um custo competitivo, continua a ser um objetivo
prioritario para os laboratérios de ensaio e para as
indastrias que necessitam de realizar um controlo
dos animais e dos alimentos derivados. Quando se
trata de infegOes, torna-se necessario cada vez mais
identificar os microrganismos infeciosos de uma for-
ma especifica e conseguir identificagdes de espécie.
Por isso, € preciso desenvolver tecnologias que per-
mitam chegar a este grau de seletividade na analise
microbioldgica.

Os métodos microbioldgicos classicos sao ferra-
mentas de diagndstico lento, que requerem varios
dias, periodo que pode ser alargado caso a amostra
seja positiva e se tenha necessidade de realizar mais
exames e testes para a sua confirmacao. Por outro
lado, a identificagdo de um serotipo concreto nao
€ possivel se nao se recorrer a métodos adicionais
de caracterizacdo. A necessidade de realizar um
controlo dos animais ou dos produtos derivados,
de uma forma rapida e eficaz requer técnicas anali-
ticas com uma elevada sensibilidade e seletividade,
assim como uma alta capacidade de trabalho a um



custo baixo, dado o grande niimero de amostras a
ensaiar. Para isso os métodos moleculares baseados,
por exemplo, na reagao em cadeia da polimerase,
sdo uma alternativa muito apropriada devido a sua
grande sensibilidade e seletividade. Contudo, apre-
sentam limitagdes como o baixo nimero de alvos
que podem detetar numa s6 reagdo sem compro-
meter a sensibilidade do método e o elevado custo
dos sistemas detetores.

METODOS BASEADOS EM MICROARRAYS

Os métodos baseados em microarrays convencio-
nais s30 uma técnica que apresenta a vantagem de
poder detetar milhares de sondas de ADN numa s
reagao, 0 que permite num mesmo ensaio detetar
uma multitude de microrganismos com uma elevada
sensibilidade e seletividade. Um microarray consiste
numa matriz bidimensional de moléculas (geral-
mente biorecetoras) ordenadas sobre um substrato
solido, em posi¢des conhecidas. Normalmente as su-
perficies utilizadas sao planas e uniformes de modo
que permitem a ancoragem, através de impressao,
de biomoléculas (ADN, anticorpos, proteinas, car-
bohidratos, etc.) especialmente dispostas. Trata-se
de um sistema de analise massiva que permite de-
terminar numa s6 experiéncia milhares de diferen-
tes substancias numa mesma amostra. A detecao e
quantificacao sao realizadas através de fluorescéncia
ou colometria, e em menor medida, por espectrome-
tria de massas, eletroquimica, interferometria, etc.

Atualmente, o vidro é o suporte convencional so-
bre o qual se fabricam microarrays, devido a sua bai-
xa fluorescéncia de fundo, transparéncia, resisténcia
térmica e a variedade de vias de imobilizacao quimica
que apresenta. Contudo, ha materiais poliméricos
sintéticos que oferecem propriedades mecanicas e
quimicas atrativas, e sao mais baratos, dado o seu
fabrico ser mais simples e flexivel.

MATERIAIS PROCEDENTES DA INDUSTRIA
ELETRONICA

Uma variante prometedora ¢ o uso de materiais
procedentes da indastria eletrénica, como os dis-
cos compactos blu-ray, especialmente se se utiliza
o leitor/gravador de discos como detetor. Assim,
para que um desenvolvimento analitico completo
usando disco seja pratico, € necessario introduzir
um sistema integrado de detecao da informacgao
contida nos discos que, simultaneamente, podera
contar com uma série de vantagens em termos de
efetividade, preco e portabilidade. Os sistemas sen-
sores baseados na tecnologia de disco compacto
consistem num sistema de analise de micromatrizes
que integra o reconhecimento molecular na superfi-
cie de um disco compacto standard. Neste sentido,

AS VANTAGENS DO DIAGNOSTICO ATRAVES DE BLU-RAY

Grande superficie analitica (~90 cm?), na qual pode depositar milhares de
sondas de ADN.

abrico a grande escala de produtos de alta qualidade a muito baixo
reco.

) Possibilidade de integrar tanto informacao numérica como bioquimica, iden-
) tificando cada ponto de cada matriz e armazenando os resultados do estudo

na mesma plataforma fisica na qual se desenvolve a analise.

Uso do leitor/gravador de discos compactos como detetor quimico, o qual, de
1gual modo aos dos discos compactos, € comercializado a baixo preco, desta-
cando a sua ubiquidade, robustez de funcionamento, facilidade de utilizagao,
portabilidade, capacidade de trabalho e de operacionalidade in situ.

Estas caracteristicas fazem da tecnologia de disco compacto um sistema ana-
litico muito interessante para o desenvolvimento de métodos de diagnostico
veterinario que permitam a identificagao singular de microrganismos causado-
res de doencas, permitindo assim um diagnostico mais rapido, preciso, barato
e seguro, e portanto, uma maior produtividade, sanidade e bem-estar animal.

A TECNOLOGIA DE DISCO COMPACTO TEM
SIDO UTILIZADA SATISFATORIAMENTE
PARA O DESENVOLVIMENTO DE ENSAIOS
MULTIPLEX EM FORMATO DE MICROMATRIZ
PARA A DETERMINACAO DE BIOMARCADORES,
ALERGENIOS ALIMENTARES E, RECENTEMENTE,
PARA A DETECAO SIMULTANEA DE TOXINAS
E IDENTIFICACAO DE AGENTES PATOGENICOS
CcOMO SALMONELLA sppP. E CRONOBACTER SPP.

EM AMOSTRAS DE LEITE.

um disco compacto blu-ray tem possibilidades ex-
cecionais de se assumir como um suporte analitico
interativo. Além disso, € possivel ler os resultados
com um detetor comercial.

A TECNOLOGIA DO DISCO COMPACTO

A estrutura de um disco compacto consiste num
substrato de policarbonato com sulcos micrométri-
cos, metalizado com uma pelicula refletora de alumi-
nio (40-100 nanémetros de espessura). A natureza
quimica do substrato permite a ancoragem direta ou
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ESTA TECNICA PERMITE
INCORPORAR UMA
VARIEDADE DE SONDAS
NO MESMO SUPORTE,
PROPORCIONANDO
UM GRANDE VOLUME
DE INFORMAGAO DE
GRANDE RELEVANCIA
PARA OS ESTUDOS
EPIDEMIOLOGICOS E DE
CARACTERIZAGAO, COM
UMA ALTA CAPACIDADE DE
TRABALHO, UTILIZANDO
DETETORES BARATOS
NA SUA AQUISICAO E
MANUTENCAO, E QUE
PODEM SER UTILIZADOS
FORA DO LABORATORIO
E POR PESSOAS NAO

ESPECIALIZADAS.

Disco para analisar oito amostras em simultaneo.

indireta de recetores moleculares (sondas de ADN,
proteinas, cabohidratos, etc.), com uma alta densi-
dade de imobiliza¢ao (100 analitos/mm?). Por outro
lado, o leitor de discos 6ticos comerciais € um dispo-
sitivo eletronico de consumo muito sofisticado, com
uma elevada resolugdo dtica (420 nm), o que permite
desenvolver ensaios de alta densidade. Por sua vez,
o leitor ¢ fabricado em larga escala, o que explica o
baixo custo deste tipo de equipamentos (oscila entre
100 e 300 euros).

A utilizagdo destes novos sistemas sensores,
baseados na tecnologia blu-ray, tem importantes
vantagens na realizacao de bioensaios: a sua capa-
cidade de trabalho, miniaturizacdo, portabilidade
e facilidade de operagdes, com um custo muito
competitivo. Por outro lado, esta técnica permite
incorporar uma variedade de sondas no mesmo
suporte, proporcionando um grande volume de
informacgao de grande relevancia para os estudos
epidemiolégicos e de caracterizacao, com uma alta
capacidade de trabalho, utilizando detetores baratos
na sua aquisicdo e manutencao, e que podem ser
utilizados fora do laboratério e por pessoas nao es-
pecializadas. Estas caracteristicas sao especialmente
importantes quando se pretende a caracterizacao
microbiana, detecao de agentes patogénicos e uti-
lizagao in situ.
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A tecnologia de disco compacto tem sido utilizada
satisfatoriamente para o desenvolvimento de ensaios
multiplex em formato de micromatriz' para a deter-
minacao de biomarcadores?, alergénios alimentares’
e, recentemente, para a detecdo simultanea de to-
xinas e identificacao de agentes patogénicos como
Salmonella spp. e Cronobacter spp. em amostras de
leite*. Assim, esta estratégia € muito adequada para
desenhar ensaios de alta densidade para o diagnos-
tico veterinario, dadas as vantagens que apresentam
este tipo de suportes. ®
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