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ANTIGENO DE UMA BACTERIA GRAM-NEGATIVA EM UMA
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BACTERIA GRAM-NEGATIVA EM UMA AMOSTRA, CARREADOR,
COLEGAO DE MICROESFERAS OU DE GLOBULOS, BIOSSENSOR,
E, SISTEMA DE DETECGAO POR RESSONANCIA DE PLASMON DE
SUPERFICIE A invengdo refere-se ao campo da quimica e da
diagnose, mais em particular @ diagnose de infecgdes correntes e/ou
passadas e/ou assintomaticas ou de uma histéria de exposi¢do a uma
bactéria gram-negativa (tal como uma Enterobacteriaceae ou uma
Legioneila). Ainda mais particularmente, a invengéo refere-se a
selecdo de animais ou de produtos animais para a presenga de
microorganismos  indesejados /ndo desejados. A  invengéo
adicionalmente refere-se a um método para selecionar amostras para
a presenga de anticorpos direcionados contra microorganismos
indesejados 1nao desejados e preferivelmente um tal método é
realizado com o auxilio de um biossensor. A invengado também se
refere a um método para imobilizar polissacarideos em superficies
sélidas. A invengao adicionalmente proporciona superficies soélidas
com polissacarideos imobilizados bem como aplicagdes de tais
superficies.
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“METODOS PARA IMOBILIZAR UM POLISSACARIDEO SOBRE UM
CARREADOR, PARA DETERMINAR A PRESENCA DE UM
ANTICORPO DIRECIONADO PARA UM ANTIGENO DE UMA
BACTERIA GRAM-NEGATIVA EM UMA AMOSTRA, E PARA
DETERMINAR A PRESENCA DE UMA BACTERIA GRAM-NEGATIVA
EM UMA AMOSTRA, CARREADOR, COLECAO DE MICROESFERAS
OU DE GLOBULOS, BIOSSENSOR, E, SISTEMA DE DETECCAO POR
RESSONANCIA DE PLASMON DE SUPERFICIE”

A invengdo refere-se ao campo da quimica e da diagnose, mais
particularmente a diagnose de infecgdes correntes e/ou passadas e/ou
assintomaticas ou de uma historia de exposi¢do a uma bactéria gram-negativa
(tal como uma Enterobacteriaceae ou uma Legionella). Ainda mais
particularmente, a inven¢do refere-se a selecdo de animais ou de produtos
animais para a presenga de microorganismos indesejados / ndo-desejados. A
invengao adicionalmente refere-se a um método para selégzﬁo de amostras para
a presen¢a de anticorpos direcionados contra microorganismos indesejados /
ndo-desejados e preferivelmente um tal método € realizado com o auxilio de
um biossensor. A invengdo também se refere a um método para imobilizagdo
de polissacarideos em superficies solidas. A invenc¢do adicionalmente
proporciona superficies solidas com polissacafideos imobilizados bem como
aplicagGes de tais superficies.

O mundo estd cheio de bactérias gram-negativas, muitas das
quais s3o membros da familia Enterobacteriaceae. Membros desta familia sdo
encontrados no trato gastrointestinal de animais, mas muitos também estio
vivendo livremente no solo e na 4gua. Membros da familia
Enterobacteriaceae possuem estruturas antigénicas muito complexas. Além
disso, compreendem multiplos antigenos que sZo identificados como
antigenos K, antigenos H, e antigenos O. O antigeno K € a cépsula de

polissacarideo acido. A cépsula possui muitas fungdes incluindo evasdo do
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sistema imune do hospedeiro infectado e adesdo no epitélio do hospedeiro. O
antigeno H esté localizado sobre os flagelos.
A porgdo externa da parede celular em bactérias gram-

negativas € principalmente composta de lipopolissacarideos (LPS). LPS ¢

composto de lipideo A que estd enterrado dentro da membrana externa, um

nucleo de carboidrato curto e opcionalmente uma cadeia de polissacarideos
que é composta de unidades repetidas. Os antigenos O estdo localizados sobre
o polissacarideo. Lipideo A é o constituinte téxico do LPS. A medida que a
célula lisa, LPS ¢é liberado, acarretando febre e consumo de complemento.
Também interfere na coagulacdo e em concentragdes altas eventualmente
ocasiona um estado de choque.

Como um exemplo nfo-limitante um membro das
Enterobacteriaceae, Salmonella, sera discutido com mais detalhe. Um grande
nimero de subespécies dos géneros Salmonella enterica sdo bactérias
patogénicas importantes para humanos e animais. Além do fato de que os
animais entram em um episdédio patoldgico, os animais podem ser veiculos
assintomaticos das bactérias. Animais contaminados podem ser uma fonte
destes patogenos ameacadores da saide publica por exemplo por intermédio
do alimento que estes animais produzem. Visto que muitos financiadores
consideram inaceitavel o numero de infec¢des causadas por Salmonella
proveniente de alimento, medidas tém que ser tomadas para conter este
patdgeno na cadeia alimentar.

Salmonella é a significancia maior como um microorganismo
patogénico em infec¢des provenientes de alimento em humanos, causando
efeitos clinicos brandos a severos. Nos Paises-Baixos, 5% de todos os casos
identificados de gastroenterite ¢ salmonelose (Edel et al., 1993; Hoogenboom
Verdegaal et al., 1994). A incidéncia média desta infeccdo € 450 casos por
100.000 pessoas por ano sob risco, que € similar aquela em paises

industrializados (Berends et al., 1998). Ndo obstante os 2.480 sorotipos
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identificados no grupo de S. enterica até¢ 2001 (Popoff, 2001), apenas um
numero pequeno tem estado envolvido em infec¢des de humano (Grimont et
al., 2000). Salmonella typhimurium mais Salmonella enteritidis representaram
>75% de todos os isolados de Salmonella das fontes humanas enviadas ao
Dutch National Salmonella Centre at the RIVM em 2002 (Van Pelt et al.,
2003). Esta percentagem consistida de 51% € proveniente do contato com
produtos de galinha (ave doméstica 15%; ovos 36%) (Van Pelt et al., 2003).

Detec¢do de imunoglobulinas nos fluidos corporais de

organismos (sorologia) é um modo de estabelecer uma historia de exposi¢ao

de animais e humanos aos agentes infecciosos. Uma resposta humoral contra

antigenos de Salmonella pode ser detectada em galinhas 1 semana apos a
infecgdo e persiste por pelo menos 10 semanas até mesmo de a ave néo for
mais cultura-positiva (Holt, 2000). Os determinantes antigénicos de
Salmonella sdo, como descrito acima, compostos de antigenos somatico (O),
flagelar (H) e superficial (Vi) (Holt, 2000). Varia¢gdes na composi¢do de
antigenos correlacionam-se com sorotipos diferentes de Salmonella.
Tipicamente, sorologia é mais rapida do que tipificagdo de
cultura do organismo causador de doenga. Detec¢do rapida e especifica de
rebanhos e manadas é de importancia com o proposito de se tomarem medidas
adequadas em processos de produgdo. A detecgdo de anticorpos em amostras
de soro e de sangue de animas produtores de alimento relatando a presenca de
patégenos zoonoéticos € portanto de significdncia. Tal informagdo € entdo
usada como a entrada para a avaliag@o de risco com o objetivo de se ser capaz
de aumentar a seguranga de alimento, mas também para melhorar os perigos
ocupacionais e para reduzir a disseminagdo de patdgenos no ambiente.
Numerosos testes sorolégicos t€m sido desenvolvidos para a
detecgdo de espécie Salmonella invasiva. Dentre muitos de tais métodos,
aglutinagdo e ELISA tém sido mais comumente usados (Barrow, 2000).

Testes de aglutinagdo tém sido usados bem sucedidamente para erradicar
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Salmonella pullorum de bandos de aves domésticas. Contudo, a abordagem ¢
enfadonha, laboriosa e inadequada para programas de triagem de grande
escala de acordo com os padrdes modernos. Varios procedimentos de ELISA
que sdo considerados relativamente baratos e rapidos, tém sido portanto
desenvolvidos para detecgdo de respostas anti-antigeno de S. enteritidis e de
S. typhimurium em soros de aves domésticas (Barrow et al., 1996; Thorns et
al., 1996; de Vries et al., 1998; Barrow, 2000; Yamane et al., 2000).

O uso de biossensores também promete ser bem sucedido,
barato e rapido nesta area de analise. Em adi¢&o, a técnica € capaz de detectar
multiplos analitos de qualquer tipo biomolecular em uma Unica corrida. Um
biossensor € definido como um dispositivo analitico consistindo de (i) um
ligante biolégico imobilizado reutilizavel que ‘sente’ o analito, e (i1) um
transdutor fisico, que traduz este fendmeno em um sinal eletronico.

O fendémeno de ressonincia de plasmon de superficie (SPR)
foi primeiro reconhecido no inicio dos anos 1960s (Kretschmann e Raether,
1968) e os primeiros biossensores de SPR foram introduzidos nos anos 1980s
(Liedberg et al., 1983). Demorou até o final dos anos 1980s e inicio dos anos
1990s antes que o primeiro equipamento de biossensor baseado em SPR
comercialmente disponivel fosse langado no mercado. Inicialmente, este tipo
de biossensor atraiu o interesse de companhias farmacéuticas como uma
ferramenta secunddria para a triagem in vitro tanto seletiva quanto sensitiva
de produtos farmacéuticos novos promissores de bibliotecas combinatdrias.
Mostrou-se ser uma alternativa valiosa as abordagens classicas tais como 0s
procedimentos de ELISA. Além disso, oferece uma medi¢do em tempo-real
do evento de ligagdo em contraste com as determinag¢des de ponto-final. Os
beneficios desta abordagem analitica também tém sido reconhecidos por
muitas outras disciplinas da ciéncia da vida, incluindo as ciéncias de alimento
(Ivnitski et al., 1999; Medina, 1997). Até agora, apenas umas poucas

publicagdes sobre a biossensagdo por SPR tém se referido a detecgdo de
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microorganismos patogénicos, por exemplo o uso de células de Escherichia
coli O157:H7 imobilizadas para selecionar o desempenho de anticorpos anti-
E. coli O157:H7 (Medina et al., 1997), e o uso destes anticorpos para detectar
células de E. coli O157:H7 (Fratamico et al., 1997).

Em Jongerius-Gortemaker et al. (2002) foi iniciado um estudo
para a adequabilidade de um biossensor 6ptico por SPR para detectar
anticorpos em soro e sangue indicando uma rea¢do humoral a invasdo com
Salmonella sorotipos enteritidis e typhimurium. Neste estudo, foi feito uso de
proteinas de fusdo de antigeno flagelar imobilizadas. Apds analise completa é
concluido que a sensibilidade e/ou a robustez deste sistema ndo foram
suficientes e em particular ndo para triagem de rendimento alto de por
exemplo aves domésticas na linha de matanca em um abatedouro,
processando animais em uma velocidade de vérios milhares por hora.

O objetivo da presente invengdo € proporcionar um meétodo
que possui uma sensibilidade melhorada e/ou uma robustez melhorada. Este
objetivo tem sido alcangado pelo desenvolvimento de um suporte com
antigenos somaticos ou denominados O imobilizados. Como descrito, os
antigenos O estfo localizados sobre os lipopolissacarideos e a composi¢do do
polissacarideo varia e corresponde ao sorovar da (sub)espécie de Salmonella.
Cada sorotipo pode, dentre outros, ser descrito por numerosos antigenos O e
sdo tipicamente codificados com um numero, tal como O4, O6 ou O12. Os
antigenos O podem ser encontrados como unidades repetidas sobre a parte de
polissacarideo do LPS. O comprimento do polissacarideo também varia e
pode estar entre zero (LPS rugoso) e mais do que 50 unidades repetidas
(LPSD liso).

Dentro da familia de Salmonella enterica, podem ser
distinguidos sorogrupos diferentes; cada grupo compreende pelo menos um
antigeno O especifico. Os sorovares de Salmonella de importancia em

galinhas e porcos sdo listados com seu perfil de antigeno O na Tabela 1. Em
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Dinamarca, Alemanha, Grécia e Paises-Baixos, 39,5% de todos os porcos
Salmonella-positivos amostrados no abatedouro foram determinados como S.
typhimurium. Dependendo do pais, outros isolados importantes de porcos
foram S. derby (17,1%), S. infantis (8,0%), S. panama (5,1%), S. ohio (4,9%),
S. london (4,4%), S. livingstone (3,1%), S. virchow (2,7%), S. bredeny (2,1%),
S. mbandaka (1,1%), S. Brandenburg (1,0%), S. goldcoast (0,8%).

No caso de galinhas, 14% das galinhas foram Salmonella-
positivas em nivel de bando em 2002 nos Paises-Baixos. O sorovar
predominante foi naquele caso de S. paratyphi B var. Java. Em nivel de venda
a varejo uma percentagem comparavel (13,4%) foi encontrada nos Paises-
Baixos. Os sorovares de Salmonella mais freqiientes isolados de frangos 14
estados membros da Comunidade Européia foram S. paratyphi B var. Java.
(24,7%), S. enteritidis (13,6%), S. infantis (8,0%), S. virchow (6,7%), S.
livingstone (5,7%), S. mbandaka (5,5%), S. typhimurium (5,3%), S.
senftenberg (5,0%), S. hadar (3,7%). S. paratyphi B var. Java ¢ dominante,
mas isto é totalmente atribuivel aos Paises-Baixos.

Tabela 1. Alguns sorovares de Salmonella considerados como agentes
zoonoticos importantes em frangos e porcos listados com seus perfis de

antigeno O (Popoff, 2001)

Sorovar de Salmonella Galinha (C) / Perfil de sorogrupo
porcos (P) antigeno O
Brandenburg P 4,[5],12 B
Bredeny P 1,4,12,27 B
Derby P 12,4, [51°, 12 B
Enteritidis C 1,9,12 D,
Goldcoast C/P 6, 8 C
Infantis C/P 6,7, 14 C
Livingstone P 6,7, 14 G
London P 3, 10, [15] E;
Mbandaka P 6,7, 14 C
Meleagridis P 3, 10, [15], [15, E;
341°
Ohio P 6,7, 14 G
Panama P 1,9,12 D,
Paratyphi B var. Java C 1,4,[5], 12 B
Typhimurium C/p 1,4,[5], 12 B
Virchow P 6,7, 14 Ci
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? Antigeno O determinado por conversio em fago € indicado por sublinhado.

® Antigenos O que podem estar presentes ou ausentes sdo indicados entre
colchetes.

¢ Lisogenisado por fago €5 [15] e por fago €34 [15, 34]

Em uma primeira modalidade, a invengdo proporciona um
método para imobilizagdo de um polissacarideo sobre um suporte,
compreendendo contatar o citado polissacarideo com um agente oxidante e
um polimero compreendendo pelo menos dois grupos amina e/ou amida para
obter um complexo de polissacarideo-polimero e copular o citado complexo
de polissacarideo-polimero em citado suporte. O polimero pode ser qualquer
polimero que contém pelo menos dois grupos amina e/ou amida. Os citados
pelo menos dois grupos amina e/ou amida preferivelmente ligam
cruzadamente o citado polimero no citado polissacarideo e no citado suporte.
Para permitir copulagdo mais eficiente € preferido que o citado polimero
compreenda pelo menos 4 e mais preferivelmente pelo menos 7 grupos amina
ou amida. O polimero compreende pelo menos 10 blocos de construgdo.
Blocos de construgdo de um polimero compartilham grupos reativos
caracteristicos que permitem alongamento do polimero. Um bloco de
construgdo preferido € um aminoacido ou uma parte funcional, um derivado
e/ou um analogo do mesmo. Em uma modalidade preferida o citado polimero
compreende uma proteina. Uma proteina compreende pelo menos uma cadeia
de polipeptideo compreendendo pelo menos 10 aminoacidos ou equivalentes
funcionais do mesmo. Uma proteina contém pelo menos constituintes
possuindo grupos amina e/ou amida livres. No contexto da invengdo a
proteina também pode ser um multimero compreendendo pelo menos duas
cadeias de polipeptideo que estdo ndo-covalentemente ou covalentemente
ligadas umas nas outras. A proteina pode compreender modificagdes tais
como aquelas comuns para sistemas bioldgicos tal como glicosilagdo apods

tradu¢do. A proteina também pode ser artificialmente modificada ou
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proporcionada com um outro grupo desde que ela possua disponiveis os
mencionados grupos amina e/ou amida.

Em uma modalidade preferida o citado polissacarideo ¢é
derivado de uma bactéria gram-negativa. A sensibilidade de um tal suporte
preparado é muito melhorada quando o polissacarideo (antigeno O) antes da
imobilizagdo sobre o suporte € oxidado na presenca de um polimero
compreendendo pelo menos dois grupos amina e/ou amida, preferivelmente
uma proteina. Embora ndo desejemos nos basearmos em qualquer teoria, ¢
correntemente considerado que os grupos aldeido que resultam da oxidagdo
dos polissacarideos s@o capazes de reagir com os grupos amino da proteina
para formar uma imina substituida (ligagdo de base de Schiff). Apds uma
injecdo sobre o suporte (um ativado) (por exemplo um chip sensor) os grupos
aldeido disponiveis reagem com hidrazida para formarem hidrazona. A
reducdo seguinte estabiliza ndo apenas a ligagdo covalente entre o suporte
(por exemplo um suporte compreendendo dextrano) e o polissacarideo mas
também a ligagdo imina entre a proteina e o polissacarideo. Como serd
explicado com mais detalhe na parte experimental, polissacarideos (antigenos
O) de sorotipos diferentes.de Salmonella tém sido imobilizados sobre um
suporte. Os suportes preferidos foram subseqlientemente submetidos a uma
analise-SPR com soros padrdo. A resposta soroldgica obtida foi usada como
um indicador para o sucesso do método. Quando reagdes de copulagdo foram
realizadas sem a etapa de oxidagdo nenhuma resposta ou uma resposta quase
ndo significativa de soros de referéncia pode ser detectada.

Preferivelmente, a imobilizagdo / copulagdo do complexo de
polissacarideo-proteina em um suporte € tal que robustez e/ou sensibilidade
altas sdo obtidas. Visto que antigenos flagelares se desnaturam e perdem sua
antigenicidade com respeito aos anticorpos de soro embora o chip sensor
tenha que ser regenerado para um ciclo de andlise seguinte com solventes

relativamente agressivos, os antigenos somaticos sdo encontrados bastante
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estaveis com respeito a estes solventes de regeneracdo. De fato, € crido que a
perda de atividade de antigeno O imobilizado estd primariamente associada
com a degradagdo da superficie solida, a saber perda gradual de camada de
dextrano ligada em filme de ouro, na qual os antigenos estdo ligados. O
método de acordo com a invengdo resulta em um suporte que € mais robusto
comparado com um suporte da arte anterior.

Preferivelmente, a invencdo proporciona um método para
imobilizagdo de um polissacarideo sobre um suporte, compreendendo contatar
o citado polissacarideo com um agente oxidante e uma proteina para obter um
complexo de polissacarideo-proteina e copular o citado complexo de
polissacarideo-proteina em citado suporte, no qual o citado polissacarideo €
derivado de uma bactéria gram-negativa e ainda mais preferivelmente no qual
o citado polissacarideo é derivado de uma Enterobacteriaceae. Ainda bem
mais preferivelmente, o citado polissacarideo € derivado de uma bactéria
gram-negativa que é um patdgeno de planta, veterinario ou de humano.
Exemplos de tais polissacarideos sdo polissacarideos derivados de uma
(sub)espécie de Salmonella. Outros exemplos sdo polissacarideos derivados
de espécie de Escherichia coli (por exemplo E. coli O157) e de espécies
bacterianas descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Exemplos de bactérias contendo LPS patogénicas para humano

e/ou animais.

Espécies Bacterianas Principalmente encontradas em Afetando
Campylobacter coli Suino Humanos
Campylobacter jejuni Espécies de ave, cées Humanos
Campylobacter lari Gaivota Humanos
Escherichia coli O157 Ruminantes Humanos
Legionella pneumophila Agua Humanos
Listeria monocytogenes Como contaminante de Humanos

processamento de alimento

Salmonella choleraesuis Suino Suino

Salmonella enteritidis Espécies de ave, suino Humanos
Salmonella gallinarum Espécies de ave Chickens
Salmonella goldcoast Suino Humanos
Salmonella infantis Galinhas Humanos
Salmonella livingstone Suino Humanos
Salmonella meleagridis Suino Humanos
Salmonella pollorum Espécies de ave Galinhas
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Salmonella typhimurium De ave Humanos, cavalos
Streptococcus suis Suino Suino, humanos
Vibrio cholerae (ndo-O1) Animais aquaticos Humanos

Vibrio paraheamolyticus Animais aquaticos Humanos

Vibrio vulnificus Animais aquéticos Humanos
Yersinia enterocolitica Suino Humanos

Como sera explicado com mais detalhe adiante, um suporte
compreendendo um polissacarideo  (antigeno O) imobilizado ¢€
particularmente 1til na diagnose de bactérias contendo LPS mencionadas.

O termo "polissacarideo" € intencionado para significar uma
entidade compreendendo duas ou mais unidades de monossacarideo ligadas
por glicosideo e inclui, dentre outros, um oligossacarideo (2-10 residuos) bem
como um polissacarideo (mais do que 10 monossacarideos). A liga¢do pode
resultar em polissacarideo linear ou ramificado. Em uma modalidade
preferida, a invengdo proporciona um método para imobilizagdo de um
polissacarideo sobre um suporte, compreendendo contatar o citado
polissacarideo com um agente oxidante e uma proteina para obter um
complexo de polissacarideo-proteina e copular o citado complexo de
complexo de polissacarideo-proteina, no qual o citado polissacarideo € um
lipopolissacarideo (LPS), i.e. um polissacarideo compreendendo lipideo A.
Estd claro para uma pessoa experiente na arte que o (lipo)polissacarideo
usado tem que compreender uma estrutura antigénica e um grupo disponivel /
adequado para proporcionar uma ligacdo entre a proteina e o polissacarideo.
Mais detalhes com respeito ao ultimo item serfio proporcionados adiante.
Como conseqiiéncia, desde que o (lipo)polissacarideo compreenda uma
estrutura antigénica e um grupo adequado para proporcionar uma ligacdo
entre a proteina e o polissacarideo um método de imobilizagdo da inveng&o
pode ser usado para obter um suporte sensivel e/ou robusto. O LPS ¢é
expressado no exterior celular e é parte da parede celular bacteriana. A
expressdo de LPS ndo esta sob o controle genético direto, de modo que LPS €
uma reunido de moléculas diferentes com composi¢do de lipideo A variada

em termos da cadeia alifatica ligada. Além disso, a célula bacteriana pode
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sintetizar LPS rugoso com ou sem uma cadeia de carboidrato curta existindo
maior do que 50 unidades repetidas expressando sua antigenicidade. Em
adi¢do a esta heterogenicidade, dentro de uma tnica molécula de LPS, varias
entidades de antigeno O, que s3o distintamente numeradas, podem ser
expressadas. Um perfil de antigeno O ¢, contudo, por defini¢do Gnico para um
sorogrupo de Salmonella. Uma sorotipificacdo de uma Salmonella também
inclui antigenos H bem como antigenos Vi.

LPS pode ser obtido por uma variedade de métodos e a parte
experimental descreve com mais detalhe o uso de uma extragdo em 4acido
triclorico (opcionalmente seguida por extragdo em etanol e didlise) de acordo
com Staub (1965) para este propdsito. Outros exemplos de métodos de
extragdo adequados sdo descritos por Wilkons (1996) e incluem, mas ndo sdo
restritos a, extra¢des com dietileno-glicol, dimetil-sulféxido, NaCl-dietil-éter
(1:2 (v/v)), NaCl-butan-1-ol (1:1 (v/v)), EDTA aquoso, NaCl-citrato de sodio,
fenol aquoso ou fenol aquoso - cloroférmio petrodleo.

A pureza da batelada de LPS usado / obtido néo € considerada
extremamente critica. E experimentado que o LPS ndo tem que estar
completamente livre de contaminantes. A reagdo de copulagdo especifica
proporciona um certo grau de seletividade. Além disso, como descrito na
parte experimental, o LPS usado / obtido (preferivelmente uma batelada de
LPS) é otimizado com respeito a quantidade de proteina necessaria para uma
resposta Otima. Esta claro para uma pessoa experiente na arte que o LPS
preferivelmente compreende ndo muito LPS rugoso. A batelada de LPS
preferida essencialmente compreende LPS liso.

Embora ndo desejemos nos basear em qualquer teoria €
correntemente considerado que a presenca de um acido 2-ceto-3-desoxi-
octdnico (KDO) e/ou de uma glicerol-manoheptose (Hep) e/ou de um
GlcNAc no nucleo da molécula de LPS é necessaria para uma copulagio

covalente.
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Embora muitas bactérias diferentes estejam incluidas no termo
bactérias gram-negativas € crido que os LPS de todas estas bactérias sdo
adequados para uso na invengdo presentemente reivindicada desde que o LPS
compreenda pelo menos um constituinte com grupos hidroxila vicinais néo-
conjugados ou desconjugados, preferivelmente na regido de nucleo da |
molécula de LPS. Em Salmonella, os constituintes mais provavelmente
candidatos sdo residuos de KDO e Hep e GIcNAc. A presenga ou auséncia de
um tal grupo KDO e/ou Hep e/ou GIcNAc € indiretamente geneticamente
determinada. Embora a informagdo genética necessaria para construir o
sorotipo de espécie ou até mesmo de monossacarideos especificos de cepa
esteja presente no organismo correspondente, ela depende das circunstancias
de crescimento se o citado LPS contém monossacarideos aldeido-conversiveis
na regido de nucleo.

Claro que também ha outras fontes de LPS disponiveis, tal
como sua compra comercial.

Em uma modalidade preferida, a inven¢do proporciona um
método para imobilizagdo de um polissacarideo sobre um suporte,
compreendendo contatar o citado polissacarideo com um agente oxidante e
uma proteina para obter um complexo de polissacarideo-proteina e copular o
citado complexo de polissacarideo-proteina no citado suporte, no qual a citada
proteina é uma proteina (por exemplo uma proteina de soro) com uma certa
quantidade de aminas (primarias). Preferivelmente, pelo menos algumas
destas aminas ndo estdo estericamente impedidas e/ou ndo participam de
liga¢Bes ndo-covalentes, tais como pontes de H-H ou interagdes de dipolo-
dipolo e/ou ndo estdo protonadas. Uma tal proteina preferivelmente ndo
possui um quase nfo possui, quaisquer propriedades imunogénicas € como
conseqiiéncia anticorpos de reagdo cruzada direcionados para a proteina usada
sdo evitados tanto quanto possivel. Exemplos de tais proteinas sdo

hemoglobina (Hb), ovalbumina (Ob), mioglobina(Mb) e albumina de soro
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(SA). Foram determinadas as respostas de biossensor de soros padrdo
diferentes sobre LPS imobilizado oxidado na presenga de Hb ou Ob ou Mb ou
SA. Albumina de soro, mioglobina e hemoglobina deram, os resultados mais
promissores. Em uma modalidade preferida a proteina ¢ hemoglobina ou
mioglobina.

A proteina necessaria é obtida comercialmente ou por
(sobreexpressdo) em um sistema de expressdo adequado ou por seu
isolamento de uma fonte adequada. Hemoglobina tem sido por exemplo
obtida por seu isolamento do sangue. Preferivelmente as bateladas de proteina
usadas sdo tdo puras quanto possivel, eliminando-se deste modo o maximo de
reagdes cruzadas quanto possivel. Contudo é experimentado que quantidades
pequenas de contaminagdo sdo permitidas sem porem e perigo a sensibilidade
e/ou a robustez dos suportes obtidos.

A razdo de (lipo)polissacarideo para proteina depende, dentre
outras coisas, da proteina usada. Experimentos com Hb tém mostrado que
concentra¢des entre 15% e 50% (m/m) tém resultado em resultados
satisfatorios. Quando albumina de soro bovino € usada razdes muito menores,
entre 0,7% e 7% (m/m), sdo usadas. Alguns exemplos: a concentragdo de Hb
Otima para LPS de S. livingstone é de cerca de 50% (m/m) e para LPS de S.
enteritidis a concentragdo de Hb 6tima € de 15% (m/m).

As preparagdes de LPS isoladas sdo preferivelmente oxidadas
na presenga de uma proteina facilitada por um agente oxidante. Em uma
modalidade preferida a invengdo proporciona um método para imobilizagdo
de um polissacarideo sobre um suporte, compreendendo contatar o citado
polissacarideo com um agente oxidante e uma proteina para obter um
complexo de polissacarideo-proteina e copular o citado complexo de
polissacarideo-proteina no citado suporte, no qual o citado agente oxidante €
capaz de oxidar di6is vicinais. Ainda mais preferivelmente, o agente oxidante

preferivelmente oxida didis vicinais pelo menos sob condigdes controladas.
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Oxidagdo de didis vicinais é preferida por que isto garante copulagdo
confidvel de um polissacarideo contendo diol vicinal na matriz. Em uma
modalidade preferida da inven¢do os polissacarideos a serem copulados na
matriz contém um antigeno que € para ser reconhecido por um membro de um
par de ligagdo. Para ser reconhecivel € preferido que o antigeno seja deixado
ndo modificado pelo menos na maioria dos polissacarideos que estdo sendo
copulados no suporte. Isto requer um balanco entre o nivel de oxidagdo

requerido para obter copulagdo eficiente na matriz e a disponibilidade de

“antigeno para associagdo com o membro do par de ligagdo. O ultimo requer

que o antigeno seja deixado essencialmente ndo afetado pela oxidacdo pelo
menos em uma quantidade suficiente a ser usdvel em um ambiente
diagnostico. Oxidacdo de diodis vicinais de acordo com a presente invengdo
garante a disponibilidade de antigeno suficiente em forma reconhecivel
enquanto que ao mesmo tempo permite copulagdo eficiente do polissacarideo
no suporte. Em uma modalidade preferida o citado agente oxidante
compreende m-periodato (de s6dio). Outros periodatos tal como periodato de
potassio ou outros sais do mesmo também s3o adequados para permitir
oxidacdo preferencial de didis vicinais de acordo com a presente invengdo.
Oxidagdo de didis predominantemente vicinais em um polissacarideo da
invengdo pode ser tipicamente realizada pela incubagdo de citado
polissacarideo com o citado periodato em uma concentragdo entre 1 mM e 10
mM de periodato. Outros pardmetros da reagdo influenciam tanto a
velocidade quanto o tipo de reagdo predominantemente realizada. Um
exemplo é tempo de incubagdo. Quandd se aplicam tempos de incubagéo
muito curtos periodato acima de 10 mM pode ser usado. Periodato
preferivelmente oxida didis vicinais, particularmente os didis vicinais mais
suscetiveis nas cadeias laterais do polissacarideo. Assim desde que sejam
escolhidas as denominadas condi¢Ges de reagdo ‘brandas’, serdo oxidados

preferivelmente didis vicinais. Quando sdo escolhidas condigdes que também
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permitem mais freqiientemente ocorréncia de outras reagdes de oxidagdo (por
exemplo por causa da deple¢do do substrato diol vicinal), o antigeno presente
no polissacarideo sera significativamente afetado. Assim para a presente
invengdo uma oxidagdo por periodato é citada como sendo branda quando as
concentragdes preferidas mencionadas sdo usadas e quando pelo menos 20% e
preferivelmente pelo menos 50%, com maior preferéncia pelo menos 70% e
mais preferivelmente cerca de 90% do antigeno permanece intacto apds a
oxida¢do. Disponibilidade ou integridade do antigeno € preferivelmente
medida por meio de um ensaio ELISA usando um anticorpo padronizado. De
novo nds nio desejamos nos basear em qualquer teoria mas € correntemehte
considerado que periodato induzird uma disrupgdo oxidativa de ligagGes entre
di6is vicinais sobre grupos especialmente carboidrato, como em e.g. manose,
para dar funcionalidades aldeido. Esta reagdo € tipicamente realizada em
tampdes em uma faixa de pH entre 4,5 e 5,5 no escuro usando um meta-
periodato de sodio 1-100 mM (preferivelmente) recém-preparado em acetato
de sédio 0,1 M. Preferivelmente a reacgdo é realizada em uma concentragdo
entre 1 mM e 10 mM de meta-periodato. A oxidagdo é realizada na presenga
de uma proteina dentro das faixas como discutido acima. Os compostos bis-
aldeido, como os constituintes de monossacarideo oxidados na cadeia de
polissacarideo de LPS, podem reagir com qualquer grupo amino em uma .
proteina e podem formar uma ligagdo de base de Schiff resultando em uma
imina substituida. Quando um ou ambos os grupos hidroxila vicinais sdo
condensados em uma ligac¢do agicar covalente, a fungéo hidroxila € perdida e
n#o ocorre oxidagdo. Este € o caso de muitos polissacarideos ramificados e/ou
linearmente ligados. No caso de LPS de Salmonella, a estrutura de nucleo
interna transporta na maioria dos casos um Gal, GIcNAc, Hep e/ou KDO
oxidavel, mas constituintes Hep e KDO nio-redutores sdo mais suscetiveis a
oxida¢do, em particular em condi¢des de oxidagdo muito brandas em

concentra¢des de meta-periodato menores do que 6 mM. Devido ao fato de a
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regido de nlcleo ser uma parte bastante conservada de LPS de
Enterobactericeae  diferentes, (lipo)polissacarideos de membros de
Enterobactericeae podem ser aplicados em um método da invengao.

Periodato também oxidara, quando presente, certos derivados
de amino-etanol tais como os residuos de hidréxi-lisina em coldgeno, bem
como metionina (para seu sulfoxido) e certos tidis (normalmente para
dissulfetos). Em adigdo, residuos de serina e de treonina N-terminais de
peptideos e de proteinas podem ser seletivamente oxidados por periodato em
grupos aldeido. Estas reagdes, contudo, normalmente ocorrem em uma
velocidade menor do que a da oxidago de didis vicinais e a presenga de tal
grupo ndo interfere substancialmente com um método de acordo com a
invengdo. A invengdo também proporciona um método para imobilizagdo de
um polissacarideo sobre um suporte, compreendendo contatar o citado
polissacarideo com um agente oxidante e uma proteina para obter um
complexo de polissacarideo-proteina e copular o citado complexo de
polissacarideo-proteina no citado suporte, adicionalmente compreendendo
uma etapa que resulta no término / na interrup¢do do processo de oxidagéo,
por exemplo por dessali.nizagéo de citado complexo de polissacarideo-
proteina. Isto é por exemplo realizado com o auxilio de uma coluna de NAP-
5. Contudo, a pessoa experiente na arte estd ciente de que ha muitos outros
métodos que possuem o mesmo efeito, por exemplo adigdo de um redutor ou
de uma molécula facilmente oxidavel tal como glicerol. Preferivelmente, o
modo de interromper a oxidagdo € aquele no momento que € realizada
mudanga de tampdo, por exemplo HPLC, FPLC, dialise, trocadores de ions,
eletroforese em gel ou ultrafiltragdo. Para propositos de armazenagem, a
produgdo de aliquotas evaporadas, apos adi¢do de proteina, também € descrita
dentro da parte experimental. Isto resulta na presenga de um estoque grande
de material reproduzivel.

A inven¢do portanto adicionalmente compreende o
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intermediario obtido, i.e. a preparagdo de na presenga de polissacarideo
oxidado proteina, opcionalmente dessalinizada e opcionalmente evaporada.
Preferivelmente, o suporte usado ¢ feito de um material ndo-
hidrofébico, inerte, e a ligagio do complexo de LPS-proteina no citado
suporte ¢ covalente. Ainda mais preferivelmente um tal suporte possui uma
ligagdo de proteina baixa ou ligagdo biomolecular baixa. Exemplos sdo um
suporte de vidro ou silica ou de um plastico ndo-hidrofébico. Em uma
modalidade preferida o citado suporte estd na forma de uma microesfera ou
globulo. Virios tipos de microesferas ou globulos estdo disponiveis para a
pessoa experiente na arte. Em uma modalidade preferida a citada microesfera
ou globulo compreende poliestireno. Microesferas ou glébulos sdo
particularmente preferidos porque podem ser proporcionados com antigenos
diferentes usando um método da inven¢do. Microesferas ou globulos com
antigenos diferentes podem ser conseqiientemente codificados com uma cor
diferente. Teste de uma amostra para a presenga de um anticorpo contra um
antigeno pode ser feito usando uma colegdo de microesfera ou globulos
mencionados. Liga¢do do anticorpo em um tipo particular de antigeno pode
serv' agora detectada facilmente pelo codigo de cor da microesfera ou glébulo
ligado. Liga¢do do anticorpo pode ser detectada em varias maneiras. Por
exemplo, microesfera ou globulos contendo anticorpo ligado pode ser
extraida(o) da amostra e medida(o) usando um outro anticorpo especifico para
a regido constante de anticorpo. Por outro lado, amostra pode ser diretamente
analisada, i.e. na auséncia de outras manipulagdes por marcagdo do anticorpo
ligado e simultaneamente detec¢do da cor do anticorpo e da cor da
microesfera ou globulo. Varios métodos para detecgdo simultanea de duas ou
mais cores estdo disponiveis para a pessoa experiente na arte. Na presente
invengdo, uma cor é definida como qualquer tipo de radiagdo eletromagnética
que pode ser detectada, ser uma cor tipica revelada, por exemplo, por reflexao

de luz, para luz emitida como um resultado de fluorescéncia ou
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fosforescéncia.

A invengdo assim adicionalmente proporciona uma coleg¢do de
pelo menos duas microesferas ou glébulos na qual pelo menos as duas citadas
pelo menos duas microesferas ou glébulos compreendem cada um antigeno
diferente da presente inven¢do. Em uma modalidade preferida o citado
antigeno compreende antigeno O de Salmonella. Em uma modalidade
particularmente preferida o citado antigeno ¢é ligado em citado suporte de
microesfera ou globulos usando um método da invengdo. Assim
preferivelmente pelo menos um de citados microesfera ou globulos
compreende um revestimento de polissacarideo ligado em um polissacarideo
compreendendo um antigeno a ser detectado ligado um no outro via um
polimero compreendendo pelo menos dois grupos amina e/ou amida,
preferivelmente uma proteina da invencdo, no qual o citado polimero de
ligagdo (proteina) € ligado no citado polissacarideo compreendendo o citado
antigeno, via um grupo amina e/ou amida sobre o citado polimero e um diol
vicinal oxidado por periodato sobre o citado polissacarideo compreendendo
citado antigeno.

Em uma modalidade preferida a inven¢do proporciona um
método para imobilizagdo de um polissacarideo sobre um suporte,
compreendendo contatar o citado polissacarideo com um agente oxidante e
uma proteina para obter um complexo de polissacarideo-proteina e copular o
citado complexo de polissacarideo-proteina no citado suporte, adicionalmente
compreendendo ativar a superficie de citado suporte. Em uma modalidade
ainda mais preferida, o citado suporte compreende uma superficie de vidro
revestida com ouro e ainda mais preferido o citado suporte ¢ modificado com
um doador de carboxila. Uma superficie pode ser ativada. Grupos &cido
carboxilico (COOH) (adicionalmente referidos como grupos carboxila) sdo
necessarios sobre esta superficie. Preferivelmente estes grupos COOH sao

proporcionados por uma camada homogénea estavel de moléculas, que podem
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ter sido modificadas para este propésito. Estas superficies podem existir de,
mas nido limitadas a, polissacarideos, alcanos ou alquenos modificados com
acido carboxilico, tal como um polietileno, ligado em por exemplo,
superficies de ouro, poliestireno ou silicio. Preferivelmente o suporte
compreende um polissacarideo que atua como um doador de carboxila. Mais
preferivelmente uma camada de dextrano carboximetilado na qual o citado
suporte modificado por polissacarideo, preferivelmente compreendendo uma
camada de dextrano é ativado com cloridrato de l-etil-3-(3- dimetil-amino-
propil)-carbodiimida e N-hidroxi-succinimida. A ativagdo € preferivelmente
seguida pela preparagdo com carbohidrazina. Na etapa seguinte o complexo
de polissacarideo-proteina ¢ adicionado na camada de dextrano ativada. As
funcionalidades aldeido reativas reagem espontaneamente com a hidrazida a
hidrazonas, que s3o entdo reduzidas para estabilizar as ligagdes covalentes.
Antes do uso rotineiro, o desempenho de LPS chip-conjugado para ligar
anticorpos anti-Enterobacterium (por exemplo Salmonella ) é avaliado usando
soros de aglutinagio policlonal de referéncia. |
Dependendo da questfo analitica / diagnostica indagada €
decidido se um ou por exemplo pelo menos dois carboidratos representando
sorogrupo diferentes, preferivelmente 4 carboidratos representando sorogrupo
diferentes sdo usados. No caso de se ter interesse em saber qual sorogrupo
particular estd presente, multiplos carboidratos representando sorogrupo
diferentes (cuja quantidade € diferente sobre a questfio particular inquirida e
sobre a aparelhagem usada) sfo utilizados e se apenas se deseja saber se por
exemplo um animal estd ou tem sido infectado por um sorogrupo particular,
um unico carboidrato representando sorogrupo pode ser oxidado na presenca
de uma proteina e imobilizado sobre o um suporte. O uso de pelo menos dois
carboidratos representando sorogrupo diferentes resulta em um suporte que
pode ser usado em uma analise de multi-sorogrupo. Mais preférivelmente

pelo menos trés e até mesmo mais preferido pelo menos mais do que trés (por
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exemplo quatro) polissacarideos diferentes sdo usados. Estes polissacarideos
podem ser oxidados na presen¢a de um tipo de proteina ou na presenga de
tipos diferentes de proteina. A pessoa experiente é capaz de fazer qualquer
combinagdo sensivel. Por exemplo, para se ser capaz de detectar mais do que
90% de todas as infec¢des de Salmonella sorogrupos B, C e D em galinha
sorogrupos B, C, D e E em porcos devem ser representados.

Uso de um tipo de carboidratos representando sorogrupo €
extremamente Util se se esta interessado na questdo de se ou ndo um certo tipo
de bactéria estd ou esteve presente. Uso de multiplos carboidratos
representando sorogrupo diferentes é por exemplo util se se deseja determinar
se um animal esta ou esteve infectado por qualquer bactéria gram-negativa
(por exemplo Enterobacteriaceae).

Em uma modalidade preferida a invengdo proporciona um
método para imobilizagdo de um polissacarideo sobre um suporte,
compreendendo contatar o citado polissacarideo com um agente oxidante e
uma proteina para obter um complexo de polissacarideo-proteina e copular o
citado complexo de polissacarideo-proteina no citado suporte, no qual o
citado suporte ¢ um chip biossensor. Um tal chip biossensor esta
comercialmente disponivel (por exemplo aquele produzido por Biacore) e
como conseqiiéncia ndo sera proporcionada formagao adicional.

Em outra modalidade a invengdo proporciona um suporte
obtido pelo método de acordo como descrito acima ou um suporte
compreendendo um complexo de polissacarideo-proteina imobilizado sobres
sua superficie. Em uma modalidade da inven¢do um suporte da invengdo
compreende um revestimento de polissacarideo que € ligado em um outro
revestimento de polissacarideo via aminagéo redutiva, no qual o citado outro
revestimento de polissacarideo compreende uma proteina copulada em citado
outro revestimento de polissacarideo por meio de oxidag@o de didis vicinais

sobre o citado outro polissacarideo - proteina. Em uma modalidade preferida a
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citada aminac¢do redutiva é realizada. Em uma modalidade preferida a
invengdo proporciona um suporte compreendendo um revestimento de
polissacarideo que é copulado no polissacarideo.

Em ainda outra modalidade a invenc¢éo proporciona biossensor
compreendendo um suporte de acordo com a invengdo. Se o suporte € obtido
por um método de acordo com a invengdo pode ser por exemplo determinado
pela extragdo dos polissacarideos de citado suporte e determinag@o de se

proteina covalentemente ligada esta presente. Como ja discutido acima o

_suporte também pode compreender polissacarideos diferentes imobilizados

(por exemplo antigenos O) possivelmente em combinagdes com tipos
diferentes de proteina. Contudo, também um tipo de proteina pode ser usado
na oxidag¢do de polissacarideos diferentes.

Se um suporte e/ou chip da invengdo é empregado pode ser por
exemplo determinado com o auxilio de MALDI-MS possivelmente em
combinagdo com digestdo proteolitica. Uma tal andlise proporciona
informag&o com respeito a proteina e ao polissacarideo usados. Com o.auxilio
de hidrolise acida os complexos de polissacarideo-proteina séo liberados do
suporte. Uma tal mistura obtida ¢ entdo submetida a andlise LC-MS/MS antes
e ap6s hidrolise proteolitica. O complexo obtido também pode ser submetido
a uma andlise de monossacarideo, por exemplo GC-MS apds metandlise e/ou
degradagdo de Smith, da qual ¢ determinado qual tipo de LPS é usado. Esta
informacdo € adicionalmente usada para determinar se KDO, Hep ou outros
agucares t€m sido oxidados.

Um suporte da invengdo pode ser usado em diferentes sistemas
de detecgdo, por exemplo Optico, térmico, acustico, amperométrico,
magnético ou quimico e um suporte da invengéo pode ser usado em qualquer

ensaio de interacio biomolecular (BIA) ou qualquer ensaio de afinidade

(AA). Como um exemplo ndo-limitante, o uso de detec¢do Optica via

Ressonancia de Plasmon de Superficie € descrito com mais detalhe.
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A invengdo proporciona um sistema de detecgdo por
Ressonancia de Plasmon de Superficie compreendendo um biossensor como
descrito acima. A camada de ouro no chip sensor cria as condigGes fisicas
requeridas para Ressonéancia de Plasmon de Superficie (SPR). O principio de
SPR sera descrito no contexto dos instrumentos Biacore. Eles incorporam o
fendmeno de SPR para monitorar interagcdes biomoleculares em ‘tempo feal’.
Em uma interface entre dois meios transparentes de indice de refracgdo
diferente tais como vidro e agua, luz proveniente do lado de indice de refra¢do
mais alto € parcialmente refletida e parcialmente refratada. Acima de um certo
angulo critico de incidéncia nenhuma luz é refratada através da interface e
reflexdo interna total (TIR) ocorre na interface de filme metalico - liquido.
Esta é onde luz atravessa através de um meio opticamente denso tal como
vidro, e ¢ refletido de volta através daquele meio na interface com um meio
opticamente menos denso tal como tamp&o.

Embora a luz incidente seja totalmente refletida, o componente
de campo eletromagnético, chamado de onda evanescente, penetra uma
distancia da ordem de um comprimento de onda no meio menos opticamente
denso. A onda evanescente ¢ gerada na interface entre um prisma de vidro
(indice de refragdo alto) e uma camada de tampdo (indice de refragdo mais
baixo). Se a interface entre os meios de indices de refragdo mais alto e mais
baixo estiver revestida com um filme metdlico fino (uma fragdo de
comprimento de onda de luz), entdo a propagag¢do da onda evanescente
interagira com os elétrons sobre a camada de metal. Metais contém nuvens de
elétrons em sua superficie, que podem copular com a luz incidente em certos
angulos. Estas nuvens de elétrons sdo também conhecidas como plasmons, € a
passagem da onda evanescente através da camada de metal faz com que os
plasmons ressonem, formando uma onda mecénica de um quantum conhecida
como um plasmon de superficie. Portanto, quando ocorre ressonéancia de

plasmon de superficie, energia da luz incidente € perdida para o filme de



10

15

20

25

23

metal resultando em um decréscimo na intensidade de luz refletida. O
fendmeno de ressonancia apenas ocorre em um angulo agudamente definido
da luz incidente. Este angulo é dependente do indice de refragdo do meio
proximo da superficie de filme metalico. Mudangas no indice de refragdo da
solugdo tampdo (e.g. um aumento na concentra¢do de superficie de solutos),
para uma distdncia de cerca de 300 nm da superficie de filme metalico
portanto alteram o dngulo de ressonancia. Monitoragdo continua deste angulo
de ressonancia permite a quantificagdo de mudangas em indice de refragdo da
solugdo tampdo proximo da superficie de filme metdlico. Em Biacore de
‘tempo real’, as propriedades do filme metalico, o comprimento de onda, e o
indice de refragdo do vidro (meio mais denso) sdo todos mantidos constantes,
e como um resultado a SPR pode ser usada para monitorar o indice de
refracdo da camada aquosa imediatamente adjacente a camadas de metal
(ouro). No sistema Biacore o chip ¢ composto de vidro, possui 4 canais e a
camada de ouro associada estd coberta com uma camada de dextrano
quimicamente modificado para facilitar imobilizacdo de ligantes tais como
anticorpos ou antigenos. Quaisquer mudangas em massa que ocorrem devido
a ligacdo do analito com o anticorpo imobilizado sobre o chip sensor causardo
uma mudanga no angulo de SPR, que € monitorada em ‘tempo real’ e
quantificada como um sensorgrama. Uma mudanga de massa de
aproximadamente 1 kRU (1.000 RU) corresponde a uma mudanga de massa
em concentragdo de proteina de superficie de 1 ng/mm’. Respostas tipicas
para ligagdo de superficie de proteinas s@o da ordem de 0,1-20 kRU.

Nao ha necessidade de moléculas marcadoras com etiquetas
fluorescentes ou radioativas de modo se evitar a possibilidade de que os
marcadores possam comprometer a atividade e ainda mais dificultar ou
encarecer a quimica necessaria para marcago.

Os suportes obtidos podem ser usados em tipos diferentes de

analises, tais como bacteriologia (ensaio direto) ou sorologia (ensaio indireto).
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Um exemplo de um ensaio sorolégico ¢ um método para
determinar a presenga de um anticorpo direcionado para um antigeno de uma
bactéria gram-negativa em uma amostra, compreendendo contatar a citada

amostra com um suporte ou um biossensor como descrito acima e determinar

‘se o suporte tem ligado qualquer anticorpo (Figura 1).

Um tal método é por exemplo muito adequado para determinar
a presenga de um anticorpo direcionado contra um antigeno O e assim &
indiretamente estabelecido se uma infec¢do esta presente ou se uma infecgéo
recente tem ocorrido. Um tal método € por exemplo usado para selecionar
animais mortos para Salmonella ou para selecionar animais para Salmonella
antes de serem expostos no exterior. Ainda mais, o método também € aplicado
as amostras obtidas de animais vivos (por exemplo, de fazenda ou zoolégico).

Exemplos de amostras que podem ser usados em um tal
método sdo amostra de tecido, fluido corporal, secre¢des ou excregdes e
exemplos mais detalhados sdo sangue, amostras derivadas de sangue, tecido,
suco de carne, leite, ovo, fluidos de um olho, saliva ou fezes. Como ja
descrito as amostras podem ser obtidas de animais tanto mortos quanto vivos.

Um método de acordo com a inveng¢do ndo € limitado a um
certo (sub)tipo de imunoglobulina mas pode em principio ser todo (sub)tipo
de imunoglobulina tal como (s)IgA;, (s)IgA2, IgD, 1gG;, 1gG,, IgGs, IgGy,
IgM, IgY. Além disso, também pode ser qualquer outro material ligante de
antigeno. Preferivelmente, um tal material ligante de antigeno € um
biomarcador de uma (histdria) de infecgéo.

Um tal ensaio soroldgico € por exemplo direcionado para um
carboidrato representando sorogrupo particular ou para carboidratos
representando sorogrupo diferentes (i.e. multi-analito) e como conseqiiéncia
um tal método € por exemplo usado para determinar a presenga ou auséncia
de um certo (sub)tipo de Salmonella.

Um exemplo de um ensaio bacteriolégico € um método para
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determinar a presenca de uma bactéria gram-negativa em uma amostra,
compreendendo contatar a citada amostra com uma quantidade
predeterminada de anticorpos direcionados contra um antigeno de citada
bactéria e determinar a quantidade de anticorpos ndo ligados na citada
bactéria com um suporte ou um biossensor como descrito acima.

Preferivelmente o antigeno é um carboidrato representando
SOrogrupo.

Este método opcionalmente adicionalmente compreende a
remo¢do de anticorpos ndo ligados da amostra contatada e quantidade
predeterminada de anticorpos por exemplo por lavagem ou procedimentos de
separagdo imuno-magnética, centrifugagéo ou filtragdo.

Para este tipo de analise cada tipo de amostra pode ser usado,
tal como ragdo animal, esterco, penas, solo, 4gua para consumo ou agua de
esgoto, carne, suco de laranja, chocolate, pele, hortaligas, etc. Amostras de
animal podem ser obtidas de animais tanto vivos quanto mortos. Neste ensaio
bacteriologico € usado um tipo unico de anticorpo bem como uma mistura de
pelo menos dois tipos diferentes de anticorpo (direcionados contra antigenos
diferentes, por exemplo dois carboidratos representando sorogrupo
diferentes).

Preferivelmente, tais ensaios sorologicos e bacterioldgicos séo
realizados de tal modo que ligagdo em citado suporte ou citado biossensor é
determinada por Ressondncia de Plasmon de Superficie ou contador de
glébulo ou microesfera fluorescente.

A fonte de amostras € como ja descrito acima ilimitada e pode
ser por exemplo obtida de um humano ou animal. Exemplos de animais
adequados sdo cavalos (de raga), porcos, aves domésticas (por exemplo
galinha, peru, codorniz, pato, e ganso), ruminantes (por exemplo bezerro ou
vaca, cabra, ovelha). Os animais podem ser animais de fazenda, animais de

zooldgico bem como animais vivos livres. Além disso, as amostras destes
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animais podem ser obtidas de animais tanto vivos quanto mortos.

Em ainda outra modalidade a inveng¢do proporciona um
método para determinar a presenga de uma bactéria gram-negativa em uma
amostra compreendendo:

- contatar a citada amostra com bacteriéfagos, especificos para
bactéria alvo, e permitir que os bacteriéfagos infectem a citada amostra,

- remover bacteridofagos ndo-ligados e/ou ndo-invasores
resultando em uma amostra infectada por bacteriéfago,

- contatar a amostra infectada com bacteriéfago com um
organismo indicador suscetivel para os bacteriéfagos usados,

- incubar durante pelo menos um ciclo de multiplicagdo de
bacteriofago,

- recuperar os bacteriéfagos para obter uma amostra contendo
bacteriofago,

- analisar a citada amostra contendo bacteriofago com um
suporte ou biossensor de acordo como descrito acima.

Os métodos analiticos em sua maioria requerem antes
enriquecimento e crescimento em meios especificos para detectar bactérias,
incluindo Salmonella. Normalmente preparacdo de amostra ¢ muito
consumidora de tempo relativamente ao tempo de andlise total. Geralmente
demora 3 a 5 dias antes de a presenga de e.g. Salmonella poder ser
confirmada. Em muitas situagdes, este tempo para andlise é inaceitavel e
impede comércio e indiretamente ameaga a saude da comunidade.

O objetivo desta parte da invengéo € o desenvolvimento de um
método diagnoéstico rapido (preferivelmente dentro de 24 h) e/ou custo-efetivo
e/ou especifico e/ou sensivel para a determinagdo da presenca de
microorganismos. Por este motivo, é almejado o desenvolvimento de um
ensaio de interacdo biomolecular (BIA) que explora a capacidade de

bacteriéfagos especificos para género e/ou sorovar para se multiplicarem em
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suas bactérias ‘vitimas’. Um incremento no nimero de fago(s) especifico(s)
para patdgeno indica ndo apenas a presenga do organismo alvo mas também ¢é
uma medi¢do (semi-)quantitativa para o conteudo de bactérias alvo na
amostra testada.

Uma visdo geral esquematica do método BIA proposto é
mostrada na Figura 2. Uma amostra particulada ¢ homogeneizada por
exemplo usando um homogeneizador Stomacher. Amostras liquidas sdo
misturadas por agitagdo vigorosa. Células analito sdo entdo extraidas ou
enriquecidas por qualquer método adequado e pode compreender (uma
combinagdo de) crescimento seletivo, centrifugagdo, filtragdo e/ou separagio
imuno-magnética (IMS). Células enriquecidas sdo fortificadas com
bacteriofagos especificos para bactérias e incubadas por uns poucos minutos
mantendo agitagdo. Antes de o ciclo de multiplicagdo do bacteriéfago ser
completado, as células sdo lavadas para remover o mais completamente
possivel quaisquer bacteriéfagos ndo-ligados e ndo-invadores. Apds o ciclo de
multiplicagdo do bacteriofago, a amostra é contatada com um organismo
indicador suscetivel, i.e. em uma fase viva que é sensivel a penetragéo e
multiplicagdo intracelular de bacteriofago, ao bacteriofago usado,
preferivelmente na concentragdo mais alta possivel (por exemplo cultura
noturna concentrada). A suspensdo de bacteriéfago-bactéria é incubada por
pelo menos um ciclo de multiplicagdo de bacteriofago. A suspensio infectada
por fago é entdo centrifugada ou filtrada para precipitar / remover o material
celular e para recuperar bacteriofagos multiplicados. A amostra contendo
bacteriofago € injetada sobre um chip biossensor conjugado com LPS (de
acordo com a inveng¢do) para reter estas particulas no detector para a geragio
de resposta de biossensor analito-especifico. Para ganhar o maximo de tempo
possivel o organismo indicador pode ser mantido como uma cultura continua
no laboratério e possuir uma densidade de células normalmente de 10°

CFU/mL. Uma tal suspensdo pode ser concentrada para 10'"° CFU/mL, porque
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densidades celulares mais altas aumentardo a sensibilidade do método
proposto.

Este método pode ser usado para determinar um tipo Unico de
sorovar mas para detectar multiplos sorovares em uma corrida, uma mistura
de bacteriofagos diferentes e uma mistura de bactérias indicadoras
possivelmente diferentes tém que ser aplicadas. Bacteridfagos especificos
para bactérias alvo sdo descritos na arte anterior e exemplos s&o
proporcionados na parte experimental, por exemplo, bacteriéfagos anti-
Salmonella enteritidis.

Tem sido descrito que fagos se ligam em LPS, incluindo o
fago descrito na parte experimental para detec¢do de Salmonella. Chips /
suportes adequados sdo chips / suportes com LPS ou com moléculas de
superficie de bactéria imobilizadas (portanto incluindo proteinas de
membrana e outras biomoléculas ou uma combinagdo das mesmas). Uso de
LPS de material de membrana celular evitard a geragdo de anticorpos
monoclonais ou policlonais. Se ligagdo dos fagos nas biomoléculas
bacterianas (LPS) ndo for satisfatéoria no BIA, anticorpos anti-fago
imobilizados em chip biossensor poderao ter que ser usados em um BIA bem
sucedido para capturar bacteriéfagos da amostra sondada.

A invencdo adicionalmente proporciona um kit com
componentes adequados para uso em qualquer uma das aplicagdes descritas.
Dependendo da demanda do cliente, um tal kit compreende um chip / suporte
pronto para uso obtido por um método de acordo com a invengdo. Quando o
cliente deseja preparar o suporte por si mesmo, o kit pelo menos
compreendera (lipo)polissacarideo fortificado / enriquecido com proteina (por
exemplo hemoglobina ou albumina de soro) em uma quantidade
predeterminada, um quantidade de agente oxidante (por exemplo periodato),
tampdes adequados. Opcionalmente, um tal kit compreende meio para

dessalinizagdo, por exemplo uma coluna de dessalinizacdo. Quando o cliente
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deseja misturar (lipo)polissacarideo e proteina por si mesmo estes
componentes serdo liberados separadamente juntamente com um manual de
instrugdes. Opcionalmente, um tal kit pode adicionalmente compreender soros
de referéncia positivos e/ou negativos, um tampéo de diluigdo de amostra e
algum manual de instrugdes necessario.

Os métodos como descritos acima sd3o particularmente
adequados para selegdo de amostras em uma base de escala grande. Em um
dos ambientes iniciais (lento) 96 amostras eram checadas dentro de 33
minutos. Em um ambiente de escala grande com equipamento de biossensor
relativamente lento 15.000 amostras eram selecionadas dentro de 3 meses.
Este nimero poderia ter sido muito maior mas infelizmente um os
abatedouros interrompeu sua participagao.

A invengdo serd explicada com mais detalhe na descrigdo
seguinte, que ndo € limitante da invengao.

Exemplos
Exemplo 1
Materiais e métodos

1.1 Materiais

1.1.1 Compostos gquimicos

Kits de copulagdo de amina, consistindo de N-hidroxi-
succinimida ~ (NHS), cloridrato de  1-etil-3-(3-  dimetil-amino-
propil)carbodiimida (EDC) e cloridrato de etanol-amina - hidréxido de sédio
pH 8,5 e o tampé@o de corrida (HBS-EP), contendo HEPES 10 mM, cloreto de
sodio 150 mM, EDTA 3 mM e 0,005% (v/v) de tensoativo P20 em pH 7,4,
foram adquiridos da Biacore AB (Uppsala, Suécia), que também forneceu
hidréxido de s6dio 50 mM e glicina 10 mM prontos para uso. Etanol, etileno-
glicol, cloreto de sddio, hidr(’)xido de sddio e acido tricloco-acético (TCA)
foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Sal de sédio de dextrano

carboximetilado, cianoboroidreto de sodio e carbohidrazida foram adquiridos
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da Fluka Ghemie GmbH (Buchs, Suica). CHAPS (Plus one) foi fornecido
pela Pharmacia Biotech (Uppsala, Suécia). Acetato de sodio tri-hidratado e
acido acético foram fornecidos pela J.T. Baker (Deventer, Os Paises-Baixos).
Cloridrato de guanidina foi obtido de Calbiochem (San Diego, CA, U.S.A.).
Mioglobina (Mb) e hemoglobina (Hb) porcina, albumina de galinha (Ob; 98%
grau V), albumina de soro bovino (BSA; 96% Fragdo V), periodato de sddio,
Tween-20, Tween-80 e Triton X-100 foram adquiridos de Sigma Chemical
Company (St. Louis, MO, U.S.A.). Agua foi obtida de um sistema de
purificagdo de agua Milli Q (Millipore, Bedford, MA, U.S.A.).
1.1.2 Materiais

Colunas NAP-5 (0,5 mL; Sephadex G-25) foram adquiridas de

Amersham Biosciences (Roosendaal, Os Paises-Baixos) e foram usadas como
descrito pelo produtor. Chips biossensores foram adquiridos de Biacore AB.
Saco de dialise (Spectra/Por) com um corte de 1 kDa foi obtido de Spectrum
Laboratories Inc. (Rancho Dominguez, CA, U.S.A.)

1.1.3 Anti-soros anti-Salmonella

Os seguintes anti-soros lapine somatico ‘O" monovalente de
Salmonella foram usados: anti-O4, anti-O5, anti-06,7, anti-O8, anti-09, anti-
010, anti-O12, O Poly E (anti-O3, anti-O10, anti-O15, anti-O19, anti-O34).
Em adigdo, anti-soros lapine (Poly A-S) somatico ‘O’ pblivalente de
Salmonella (anti-O2, anti-O3, anti-O4, anti-O5, anti-06,7, anti-O8, anti-O9,
anti-O10, anti-O11, anti-O12, anti-O13, anti-O15, anti-O16, anti-O17, anti-
018, anti-019, anti-O20, anti-O21, anti-O22, anti-O23, anti-028, anti-030,
anti-034, anti-O35, anti-0O38, anti-O40, anti-O41) também foram usados. Os
soros foram adquiridos de Pro-Lab diagnostics (Salmonella Reference Sectién
of the Central Veterinary Laboratory, Weybridge, U.K.). Anticorpos
monoclonais de murino especificos para sorogrupo anti-B (anti-O4, O5 en
027), anti-C (anti-O7, 08), anti-D (anti 09, Vi) e anti-E (anti-O3, 019) foram
comprados de SIFIN (Berlin, Alemanha).
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Soros foram diluidos 1:20 (v/v) em HBS-EP contendo cloreto
de sédio 1,0 M, 1% (m/v) de dextrano carboximetilado e 0,05% (v/v) de
Tween 80, exceto soro anti-O5 que foi diluido 1:200 (v/v) e as preparagcdes
especificas para anti-sorogrupo foram diluidas 1:100 (v/v) no mesmo
solvente.

1.1.4 Soros de porcos e de aves de referéncia

Todos os soros de referéncia foram obtidos de Dutch Animal
Health Service (Deventer, Os Paises-Baixos). Os soros de referéncia de avé
foram reativos com Salmonella enteritidis (sorogrupb D)), S. typhimurium
(sorogrupo B), S. pullorum / gallinarum (sorogrupo D;) e S. infantis
(sorogrupo C,), e foram adicionalmente referidos como C-Se, C-St, C-Spg e
C-Si, respectivamente. Estes soros de galinha foram originalmente preparados
para analises ELISA como referéncias positivas. Em adig¢do, soro de galinha
livre de patdgeno especifico (adicionalmente referido como C-SPF) foi
adquirido como uma amostra de referéncia de controle negativo. Estes soros
foram reconstituidos de material seco por congelamento pela adi¢cdo de 4dgua
em um volume indicado pelo fabricante. C-Se, C-Spg e C-Si foram
diluidos1:200 (v/v) em HBS-EP contendo cloreto' de sodio 1,0 M, 1,0% (m/v)
de dextrano carboximetilado e 0,05% (v/v) de Tween-80, enquanto que C-
SPF e C-St foram diluidos 1:50 (v/v) na mesma solugdo. Igualmente, soros
porcinos de animais desafiados com S. fyphimurium e S. livingstone
(sorogrupo C;) foram referidos como P-St e P—S.l, respectivamente. Em
adigdo, soro porcino reativo como sorotipo 2 de Actinobacillus
pleuropneumoniae usado como controle em um teste de fixa¢do de referéncia,
foi explorado como controle negativo para soro porcino no ensaio de
biossensor de Salmonella. Os soros porcinos foram diluidos 1:20 (v/v) em
HBS-EP contendo cloreto de sédio 1,0 M, 1% (m/v) de dextrano
carboximetilado e 0,05% (v/v) de Tween 80 como concentragdes finais.

1.1.5 Estoque de Salmonella
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As bactérias Salmonella goldcoast (Sg; sorogrupo C2), S.
livingstone (Sl) e S. melaegridis (Sm; sorogrupo E;) foram obtidas de uma
colegdo em casa, enquanto que S. enteritidis #23 fago tipo Pt4 (Se), e S.
typhimurium X- 193 fago tipo 507 (St) foram gentilmente‘cedidas por F. G.
van Zijderveld (Animal Sciences Group, Lelystad, Os Paises-Baixos). As
bactérias foram crescidas em culturas noturnas em Caldo Nutriente #2
(Oxoid, Basingstroke, U.K.). Estoques de cepas de Salmonella foram
morfoldgica e bioquimicamente confirmadas como Salmonella e também
foram verificadas para a presenca dos antigenos O corretos, esperados por
uma reagdo de aglutinag@o das células com anti-soros anti-antigeno O padréo
especificos (Pro-Lab diagnostics) como indicado na Tabela 3 sobre uma placa
de vidro. Apoés diluigdo de uma metade do volume original com glicerol
(Merck), estoques foram armazenados em porgdes a -80°C.Tabela 3.
Verificagdo de antigeno O dos sorovares de Salmonella usados para produgdo
de LPS. A reagdo esperada de anti-soros usados para verificagdo por

aglutinacdo, é dada.
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1.2 Métodos
1.2.1 Extracdo de LPS

Culturas noturnas de Salmonella foram preparadas pela
aplica¢do de 100 pL de seus estoques correspondentes sobre cada uma das
120 placas contendo agar de infusdo de coragdo e cérebro (BHla, Oxoid). A
presenga de sorovar de Salmonella esperado foi confirmada por meio de
crescimento seletivo convencional, classificagdo bio- e imunoquimica, sempre
que novas suspensdes de estoque eram obtidas. As bactérias foram colhidas
da superficie das placas para dentro de 1 mL de solugdo de NaCl 9 g/L
(solugdo salina) por placa de agar usando uma espatula trigalski. Cada placa
foi lavada duas vezes com 2 mL de solucdo salina. Bactérias foram colhidas
em seis tubos de centrifugaéﬁo. Cada tubo foi complementado com 100 mL
de solucdo salina misturado antes da centrifuga¢do a 10.000 g e a 4°C por 15
min e o sobrenadante foi descartado. Esta etapa de centrifugacdo foi repetida
duas vezes por suspensdo das células em 75 mL de solug@o salina de lavagem
por tubo cada corrida. Enquantb mantidas sobre gelo, as bactérias pelotizadas
foram suspensas em agua em uma razdo volumar, que foi uma de 5 vezes em
relagdo ao peso das bactérias. Um equivolume de TCA 0,250 M (Se) ou 0,500
M (Sg, SI Sm e St) foi adicionado para dar concentragdes finais de 0,12 M e
0,25 M, respectivamente, seguido por agitagdo continua a 4°C por 3 h. Um
sobrenadante contendo lipopolissacarideo (LPS) foi entdo adquirido a 20.000
g e a 4°C por 30 min. O pH do sobrenadante foi ajustado para pH 6,5 com
hidroxido de s6dio 5 M e quando proximo do pH almejado com hidroxido de
sodio 0,10 M. O volume final da solugdo contendo LPS foi determinado antes
da armazenagem a -18°C por 30 min. A solugdo foi diluida com um volume
duplo de etanol absoluto congelado de um local de armazenagem a -18°C, e
incubagdio foi continuada durante a noite a -4°C sem agitagdo em um
dispositivos fechado, construido em casa, com etileno-glicol / agua (1:4, v/v)

frio circulando. Uma pelota contendo LPS foi obtida apds centrifugagdo a
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20.000 g e a -4°C por 30 min. O material particulado foi suspenso em um
volume de 0,5 mL de agua por grama de massa bacteriana original pesada no
inicio do processo de extracdo. A suspens@o foi dialisada em um saco de
didlise de 1-kDa contra dgua a 4°C por dois dias com reposi¢do de agua
intermitente regular. O contetido do saco foi centrifugado a 20.000 g e a 4°C
por 30 min, e o sobrenadante foi liofilizado. O liofilizado foi pesado para
estabelecer a recuperacio de LPS. LPS foi reconstituido em agua para compor
uma concentragdo final de 5 mg/mL. Dependendo do tipo de LPS e da
batelada (veja se¢do 1.2.2), um volume de 1 mg/mL de hemoglobina (Hb)
porcina foi adicionado em uma concentragdo como indicada no texto. Cada
batelada foi dividida em porgdes de fragdes de LPS de 0,5 mg, que foram
secas usando um evaporador a vacuo e entdo armazenadas a 5-8°C.

1.2.2 Conteudo de hemoglobina 6timo

Proteina foi adicionada em uma preparagdo de LPS antes de
sua modificagdo quimica e imobilizagdo em um chip sensor para adquirir
niveis de revestimento altos e antigenos responsivos a soro altos. O contetido
6timo de Hb em cada batelada de LPS foi estabelecido por comparacdo das
respostas de LPS imobilizado que foi fortificado com Hb em niveis diferentes,
usando um painel de soros de referéncia negativos e positivos.

1.2.3 Oxidacdo de LPS

Uma porg¢do de 0,5 mg de LPS fortificado com hemoglobina
foi dissolvida em 500 pL de acetato de sédio 100 mM de pH 5,5. Apds a
adi¢do de 20 pL de periodato de s6dio 50 mM, a solugdo foi incubada por 40
min sobre gelo protegida da luz. A oxidagdo de LPS foi interrompida e a
solucdo foi dessalinizada pela passagem de 500 pl. da mistura reacional
através de um cartucho NAP-5 com um fluxo controlado por gravidade. LPS
modificado foi eluido com 1 mL de acetato de sédio 10 mM, pH 4,0. Antes do
uso, o cartucho foi condicionado trés vezes com 3 mL de acetato de soédio 10

mM, pH 4,0.
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1.2.4 Imobilizacdo de LPS

Para imobilizar os antigenos em um chip sensor, os seguintes
manuseios foram conduzidos em uma vazdo de fluxo de 5 pl/min em um
instrumento Biacore 3000 controlado por Biacore 3000 Control Software
(version 3.1.1; Biacore). Imobilizacdo de LPS oxidado foi realizada pela
execu¢do do procedimento de copulagdo de aldeido descrito em BIA
Applications Handbook, version AB (1998). Resumidamente, a camada de
dextrano no chip biossensor CM5 foi ativada com um pulso de 7-min de uma
mistura de EDC/NHS disponivel do kit de copulagdo de amina. A ativagdo
também foi imediatamente seguida pela inje¢do de carbohidrazida aquosa 5
mM por 7 min.

Desativagdo do excesso de grupos reativos foi entdo realizada
com um pulso de etanol-amina 1 M por 7 min. Antes da imobilizag¢do, LPS foi
diluido em acetato de sédio de pH 4,0 em uma razdo dependente do sorovar
de Salmonella (veja texto) e imobilizado por 32 min. A liga¢do entre a matriz
de dextrano e o antigeno foi entéo estabelécida por inje¢do de cianoboroidreto
de sddio 100 mM dissolvido em acetato de sddio 10 mM em pH 4 em uma
vazio de fluxo de 2 pL/min por 20 min. Uma resposta relativa indicativa de
um procedimento de imobilizagdo de LPS bem sucedido ¢ 2 kRU para uma
solugdo de LPS de 62,5 pg/mL contendo 15% (m/m) de proteina, e 9 kRU
para uma soluggo de LPS de 250 pg/mL contendo 50% (m/m) de proteina.
1.2.5 Ensaio de biossensor SPR

Ensaios de biossensor SPR 6ptico foram realizados em uma
plataforma de biossensor SPR Biacore 3000 controlada pelo mesmo programa
de computador como descrito acima. Antes da injecdo, soros foram diluidos
em tampdo HBS-EP contendo 1,0% (m/v) de sal de sodio de dextrano
carboximetilado, cloreto de sodio 1,0 M e 0,05% (m/v) de Tween 80 em uma
razdo de 1:50 (v/v) ou diferentemente como indicado no texto. As misturas

foram incubadas por pelo menos 2 min na temperatura ambiente. Soros de
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porco firam incubadas por pelo menos 2 min na temperatura ambiente,
enquanto que soros de ave foram injetados por 2 min a 5 pL/min ou 20
uL/min como indicado.

Regeneracdo do chip para recuperar a atividade antigénica da
superficie de sensor foi realizada com um pulso ’de 15 s de glicina 6 mM em
pH 2, contendo cloridrato de guanidina 6 M, 0,1% (m/v) CHAPS, e 0,1%
(v/v) de cada Tween-20, Tween-80 e Triton X-100. Isto foi seguido por uma
segunda etapa de regeneragdo com o tampédo de corrida HBS-EP enriquecido
com 0,05% (m/v) de CHAPS (concentragdo final) por 12 s a 100 uL/min.

1.2.6 Analise de monossacarideo

Metil-glicosideos ~ (metil-éster)  trimetilsililados  foram

preparados das amostras de glicano por metandlise (HCl metandlico 1,0 M,

~ 24 h, 85°C) seguido por re-N-acetilagdo e trimetilsililagdo, e entdo analisados

por cromatografia gasosa / espectrometria de massa como descrito por
[Kamerling JP, Vliegenthart JFG (1989)]. A analise quantitativa foi realizada
por cromatografia gasosa em uma coluna capilar EC-I (30 m x 0,32 mm,
Alltech) usando um cromatégrafo a gas Chrompack CP 9002 operado com
um programa de témperatura de 140°C para 240°C a 4°C/min, e detec¢do por
ionizagdo de chama. A identificacdo dos derivados de monossacarideo foi
confirmada por cromatografia gasosa / espectrometria de massa em um
sistema Fisons Instruments GC 8060/MD 800 (Interscience) equipado com
uma coluna AT-1 (30 m x 0,25 mm, Alltech).

Resultados

Isolamento de LPS

Para a produgdo de LPS, rendimentos de células bacterianas e
de LPS foram comparados com cultura em placa de agar e crescimento de
Salmonella em caldo (Tabela 4). Devido a razdes técnicas de laboratdrio, foi
decidido coletar bactérias das placas de agar, em vez do isolamento das

células dos frascos de cultura. Os resultados do isolamento de LPS de Se, Sg,
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SI, Sm e St estdo sumariados nas Tabelas 5 a 9, respectivamente. O
isolamento padronizado de LPS bem definido € determinativo para um ensaio
sorolégico bem sucedido e robusto. Para garantir desempenho de ensaio
diferengas de batelada para batelada devem ser mantidas em um minimo. Por
este motivo, foram produzidas vérias bateladas de LPS extraidas de cada Se,
Sg, S1, Sm e St. A recuperagdo de LPS depende largamente da concentragao
final de TCA na mistura durante a extragcdo de LPS (cf. Tabela 6 e Tabela 8),
embora esta relagdo ndo esteja completamente clara para a extracdo de LPS de
St (Tabela 9). De fato, nenhuma concentragdo de TCA 6tima acurada pdde ser
determinada para cada tipo de LPS por meio do teste de uma faixa ampla de
concentragdes de TCA. Aqui, TCA 6timo renderia quantidades de LPS mais
altas, e daria respostas de biossensor nao especificas mais baixas e sorologicas
especificas mais altas. Neste estudo, a concentragdo de TCA escolhida como
‘6tima’ para extragdo de LPS de sorotipos diferentes de Salmonella foi
baseada nos rendiméntos de LPS finais apos dialise, e foram 0,12 M, 0,25 M,
0,25 M, 0,25 M e 0,25 M como concentragdes finais para Se, Sg, S, Sm e St,
respectivamente.

Tabela 4. Recuperagdo de LPS de células de S. enteritidis crescidas quer
como uma suspensdo em um biorreator contendo caldo nutriente #2 (caldo)
quer sobre placas de agar BHI (4gar). LPS foi isolado usando concentragdes
finais de TCA indicadas. O rendimento de LPS relativo a quantidade de

células isoladas € indicado na ultima coluna

Codigode | Método | TCA | Rendimento de | LPS recuperado | Rendimento de LPS
batelada | de cultura | (M) bactérias (g) (mg) (%, m/m)
de LPS
Se01 Caldo 0,25 3,9 16 0,42
Se02 Caldo 0,25 5,0 21 0,41
Se03* Agar 0,25 14 0,2 0,00
Se04a Caldo 0,25 3,4 0,4 0,01
Se04b caldo 0,5 3,4 2 0,06
Se(5** agar 0,5 7,6 2,4 0,03
Sel6a agar 0,5 8.8 3,9 0,04
Se06b agar 0,25 7,6 9,5 0,12
Sel6¢ agar 0,125 8,9 13 0,14
Se07a agar 0,1 9,1 12 0,13
Se07b agar 0,05 9,2 2,9 0,03
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Sel7¢c agar 0,025 9.3 4 0,04
Se2003.1 agar 0,125 29 48 0,16
Se2003.2 | 4gar 0,125 17 25 0,15
Se2003.4 | agar 0,125 13 5,1 0,04
Se2005.1 agar 0,25 15 18 0,13

* pH de mistura contendo TCA ¢ remoto

** algum material foi perdido durante o processo de recuperagéo.

Tabela 5. Recuperacdo de células de Salmonella enteritidis crescidas sobre
placas BHIa. LPS foi isolado usando concentragdo final de TCA de 0,12 M
(cf. Tabela 4). Rec, recuperado.

Batelada Rendimento | Numero de placas Bactérias LPS rec./células
de LPS bacteriano BHIa por placa(g) (% m/m)
(Se) total (g)
Se2003.1 29,09 98 0,29 0,16
Se2003.2 17,27 60 0,28 0,15
Se2003.4 13,00 40 0,32 0,04
Se2005.1 44,5 120 0,37 0,12

Tabela 6. Recuperacdo de células de Salmonella goldcoast crescidas sobre
placas BHIa. LPS foi extraido usando uma concentragdo final de TCA como

indicado. Rec, recuperado.

Codigo de | Rendimento Numero de Bactérias TCA® LPS rec.
batelada bacteriano placas BHIa por placa ™) /células (%
de LPS total (g) (2) m/m)
Sg2003.1 40,39 120 0,34 0,075 0,01
5g2003.2 35,09 120 0,29 0,25 0,41
Sg2003.3 12,89 40 0,32 0,25 0,36
Sg2005.1 46,99 120 0,39 0,25 0,30°

? concentragdo final de TCA na mistura de extrag3o.

® aproximadamente um tergo da produgéo foi perdido durante a recuperaggo.
Tabela 7. Recuperagéo de células de Salmonella livingstone crescidas sobre
placas BHIa. LPS foi extraido usando concentragdo final de TCA de.0,250 M
TCA. Rec, recuperado.

Cédigo de Rendimento Numero de bactérias por LPS
batelada bacteriano total (g) placas BHIa placa (g) rec./células
de LPS (% m/m)
S12003.1 32,89 120 0,27 0,52
S12003.2 13,63 40 0,34 0,51
S12005.1 47,40 120 0,40 0,64

Tabela 8. Recuperagdo de células de Salmonella meleagridis crescidas sobre
placas BHIa. LPS foi isolado usando uma concentragédo final de TCA como

indicado. Rec, recuperado.
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Codigo de Rendimento Nimero de Bactéria por TCA® LPS
batelada de bacteriano placas BHI" placa (g) M) rec./células
LPS total (g) (% m/m)

Sm2003.1a° 9,10 30 0,30 0,250 0,32
Sm2003.1b° 10,13 30 0,34 0,125 0,19
Sm2003.1¢ 10,00 30 0,33 0,075 . 0,06
Sm2003.2° 40,42 120 0,33 0,075 0,02
Sm2003.3 37,28 138 0,27 0,250 0,47

* concentragdo final de TCA na mistura de eXtrag:ﬁo.

® bateladas Sm2003.1 a 2003.2 foram combinadas em uma batelada tnica

chamada de Sm2003.1

Tabela 9. Recuperagéo de células de Salmonella typhimurium crescidas sobre

placas BHIa. LPS foi isolado usando uma concentragdo final de TCA de

0,250 M. Rec, recuperado.

Codigo da Rendimento Numero de Bactérias TCA’M LPS
batelada bacteriano placas BHIa por placa (g) ) rec./células
total (g) (% m/m)
St2003.1 28,51 69 0,41 0,125 0,18
$t2003.2° 39,21 120 0,33 0,250 0,06
$t2003.3° 16,6 56 0,30 0,125 0,09
$t2003.4a° 18,15 60 0,30 0,250 0,18
$t2003.4b" 19,2 60 0,32 0,125 0,06
St2005.1 46,80 120 0,39 0,250 0,19

* concentragdo final de TCA na mistura de extragfo.
® bateladas St2003.2 a St2003.4b foram combinadas em uma batelada tnica
chamada de St2003.2

A composi¢do de monossacarideo de preparacdes de LPS
isolado foram analisadas para revelar a consisténcia do procedimento de
isolamento e purificagdo para LPS de diferentes crescimentos de Salmonella.
Tem que ser observado que andlises foram realizadas sobre preparacdes de
LPS que estavam prontas para oxidagéo e por este motivo fortificadas com Hb
em niveis que foram determinados mais 6timos para a batelada de LPS teétada
(veja abaixo). Para este propdsito, andlises C-FID e GC-MS foram realizadas
apos metanolise das preparacdes de LPS fortificadas com Hb (Tabela 10 a
Tabela 14). Estes resultados mostram que Hb n&o contribui para uma
quantidade significativa de carboidratos na preparacdo final de LPS. Analise

de BHIa, mostrou a presenga de exclusivamente galactose (Gal) e glicose
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(Glc). O conteudo destes monossacarideos foi 5,6 pg/mg de BHIa seco.
Analises de preparagdes de LPS de Salmonella, demonstraram a ocorréncia de
Gal, Glc, N-acetil-glicosamina (GlcNAc), glicero-mano-heptose (Hep), acido
2-ceto-3-desoxi-octénico (KDO), manose (Man) e ramnose (Rha; 6-desoxi-
manose) de acordo com suas estruturas de carboidrato. Sua ocorréncia relativa
foi expressada como uma razdo molar para 1,0 Man (como parte da regido
PS) ou relativa a 3.0 Hep (como parte da regido de nicleo). Contudo, deve ser
observado que a regido de nucleo contém 2 ou 3 residuos Hep. Ainda mas,

GlcNAc pode originar quer de GIcNAc como na unidade repetida de SI LPS,

~ quer de glicosamina (GIcN), que ocorre como dissacarideo no grupo lipideo A

como estrutura principal para os lipideos ligados. Gal ocorre na regido de
nucleo, que esta conservada em todos os sorovares de Salmonella enterica, e
também na regido PS de Se, Sg, St e Sm. Nestes casos, € esperado que a razio
molar de Gal seja maior do que 1,0 Man, exceto para Sg no qual cada unidade
repetida contem 2 residuos Man. As andlises de monossacarideo ndo
incluiram a detec¢do de constituintes O-acetilados, fosforil-etanol-aminados
ou fosforilados, nem aquele de abequose (Abe; 3,6-didesoxi-xilo-hexose) ou
tivelose (Tyv; 3,6-didesoxi-arabinose), que também correm no polissacarideo
e nas regides de nicleo dos tipos isolados de LPS.

Andlises de Se LPS, mostraram a ocorréncia de Gal, Man e
Rha em uma razdo molar de 1,4, 1,0 e 1,2, respectivamente, em batelada
Se2003.1, enquanto que esta razdo foi 1,1, 1,0 e 0,9, respectivamente, em
batelada Se2003.4 (Tabela 5). Esta razéio estd em boa conformidade com a
composi¢do de uma unidade repetida como [Tyv-]Man-Rha-Gal, exceto que a
razio de Rha foi significativamente excessivamente alta em batelada
Se2003.1. O conteddo de carboidrato calculado baseando-se nos
monossacarideos determinados, foi significativamente maior em batelada
Se2003.4, a saber 241 pg comparado com 123 pg da batelada Se2003.1.

Considerando a ocorréncia de 2 residuos GlcN no lipideo A e um tUnico
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residuo GlcNAc na regido de nucleo e um uUnico residuo Man em cada
unidade repetida, o nimero de unidades repetidas estimado foi 19 ¢ 20 em
bateladas Se2003.1 e Se2003.4, respectivamente.

Analise de monossacarideo de Se2003.1 oxidado demonstra
claramente diférengas significativas com a batelada idéntica ndo-oxidada
(Tabela 10). Em contraste aos dois residuos GIcN, € esperado que o residuo
GlcAn terminal, ndo-redutor esteja oxidado na maior parte. Derivados de
alditol ndo foram detectados pela analise de monossacarideo aplicada e uma
quantidade correspondente de GlcNAc-ol ndo foi determinada. Visto que Gal
e Man na unidade repetida ndo sdo suscetiveis a oxidagdo por periodato, a
razdo molar de Man na batelada oxidada € normalizada para aquela de Man
na batelada ndo-oxidada. Deve ser notado que ambos os residuos Gal na
regido de nucleo sdo suscetiveis a oxidag@o e assim a razd@o total de Gal é
afetada. Inspegdo da estrutura molecular de Se LPS, sugere que em adig¢do ao
GlcNAc terminal e Gal de nucleo, dissacarideo terminal KDOII-KDOIII, e
Hepl conjugado e Heplll terminal também sdo suscetiveis a oxidagdo por
periodato. De fato, as razdes molares destes residuos de monossacarideo
sugerem a perda de um residuo Hep e de aproximadamente 1,6 residuos
KDO. Deve ser observado que KDOII pode ndo ser completamente oxidado
quando este residuo esta conjugado com um grupo fosfotil-etanol-amina.
Tabela 10. Analise de monossacarideo de LPS de S. enteritidis e de LPS de S.
enteritidis oxidado. LPS foi fortificado com Hb a 15% (m/m). Raz&es molares
foram determinadas baseando-se em dois residuos GIcN e um residuo
GlcNAc (detectados como trés residuos GIcNAc) presentes nas regides de
nicleo e de lipideo A (referidas como NUCLEO) e baseando-se em um
residuo Man na unidade repetida (referida como UNIDADE). Residuos
GIcNAc e Man normalizados sdo indicados sublinhados. Contetdo de
carboidrato foi determinado em preparagdes de LPS de 0,5 mg, exceto anélise

de monossacarideo foi realizada em 125 mg de material oxidado.
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Razio molar

Monossacarideo Batelada Se2003.1 Batelada Se2003.1 (oxidada) Batelada Se2003.4
NUCLEO  UNIDADE NUCLEO UNIDADE NUCLEO _ UNIDADE

Gal 29,7 1,4 28,7 1,3 26,3 1,1
Gle 6,3 0.3 7,5 0,4 6,9 0.3
GlecNAc 3.0 + 2,2 + 3.0 +
Hep 2,8 + 1,9 + 2.0 +
KDO 3,2 + 1,4 + 2.3 +
Man 21,6 1.0 21.6 1.0 23.5 1.0
Rha 24,8 1,2 244 1,1 20.9 0,9
Contetdo de 123,0 b 241

carboidrato (pg)*
Numero de 19 - 20
unidades repetidas

% ndo inclui a contribuigdo de residuos Tyi/;
® Quantidade de material contendo LPS- analisado ndio foi acuradamente
determinada.

AComparado com Se LPS, analise de monossacarideo de Sg
LPS sugere que a estrutura de LPS foi menor a medida que o numero de
unidades repetidas foi significativamente menor (Tabela 11). A contribuigido
relativa de Gal de nucleo para PS Gal € por este motivo maior e a razdo molar
total verificada ¢ 1,5. Em uma maneira similar, a razio molar para Glc
verificada é 1,3 (batelada Sg2003.2) e 1,5 (batelada Sg2003.3), enquanto que
a razdo molar para Rha estd de acordo com a estrutura esperada. Contudo
parece que a batelada Sg2003.2 contém menos Heplll terminal e KDOIII
terminal e portanto poderia oferecer possibilidade menor para imobiliza¢do no
chip sensor. |
Tabela 11. Analise de monossacarideo de LPS isolado de S. goldcoast
fortificado com Hb a 50% (m/m). Razdes molares foram determinadas
baseando-se em dois residuos GlcN e um residuo GlcNAc (detectados como
trés residuos GIcNAc) presentes nas regides de nucleo e de lipideo A
(referidas como NUCLEO) e baseando-se em dois residuos Man na unidade
repetida (referida como UNIDADE). Residuos GlcNAc € Man normalizados
sdo indicados sublinhado. Conteiido de carboidrato foi determinado em

preparagdes de LPS de 0,5 mg.
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Razao molar
Monossacarideo Batelada Sg2003.2 Batelada Sg2003.3
NUCLEO UNIDADE | NUCLEO UNIDADE

Gal 15,3 1,5 14,8 1,5
Glc 13,5 1,3 14,3 1,5
GIcNAc 3.0 + 3.0 +
Hep 2,9 + 2,3 +
KDO 3,0 + 2,8 , +
Man 20,5 2.0 19,2 2.0
Rha 10,6 1,0 10,2 1,0
Conteudo de 170 199
carboidrato (pg)*
Numero de unidades 9 8
repetidas

* ndo inclui a contribui¢do de residuos Abe.

Normalizagdo do numero de residuos de nudcleo de resultados
de andlise de carboidrato de S1 LPS (Tabela 12) foi impedida péla ocorréncia
de GIcNACc nas unidades repetidas de PS. Quando o nimero de residuos Hep
foi ajustado em 3,0, ocorreu uma sobreestimativa inaceitavel do niimero de
residuos KDO. Por este motivo, o nimero de Hep foi ajustado em 2,0, mas
pode necessitar ser modificado, de modo que o nimero de KDO fique
proximo de 3,0. Visto que o nimero de residuos Man em cada unidade
repetida é quatro, razGes molares foram corrigidas para 4,0 residuos Man.
Baseando-se em uma razdo molar de 4:1 de Man/GIlcNAc na regido PS, o
nﬁrﬁero de unidades repetidas foi calculado baseando-_s_e nos residuos Lipideo
A GIcN e GIcNA de nucleo restantes. Este célculé revelou que o numero de
unidades repetidas em Sl também foi relativamente pequeno, a saber 8 e 10
unidades em batelada S12003.1 e batelada 2003.2, respectivamente.

Tabela 12. Analise de monossacarideo de LPS isolado de S. livingstone
fortificado com Hb a 50% (m/m). Razdes molares foram determinadas
baseando-se em dois residuos Hep presentes no nucleo (referidos como
NUCLEO) e baseando-se em quatro residuos Man na unidade repetida
(referida como UNIDADE). Residuos Man e GlcNAc normalizados sdo
indicados sublinhados. Conteudo de carboidrato foi determinado em

preparagdes de LPS de 0,5 mg, n.d., ndo detectado.
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Razao molar
Monossacarideo Batelada S12003.1 Batelada S12003.2
NUCLEO UNIDADE NUCLEO UNIDADE

Gal 3,5 0,4 5,1 0,4
Glc 17,4 1,7 23,5 1,6
GIcNAc 14,0 1,4 18,7 1,3
Hep 2.0 0,2 2.0 0,14
KDO 2,7 0,3 2,7 0,2
Man 40 4,0 57 4.0
Rha n.d. n.d. n.d. n.d.
Conteudo de 212 239
carboidrato (ug)*
Numero de unidades 8 10
repetidas

Tabela 13. Analise de monossacarideo de LPS de S. meleagridis. Bateladas
Sm2003.1 e Sm2003.3 foram fortificadas com 50% (m/m) de Hb. Razdes
molares foram determinadas baseando-se em dois residuos GlcN e um residuo
GlcNAc (detectados como trés residuos GIcNAc) presentes nas regides de
lipideo A e de nucleo (referidas como NUCLEO) e baseando-se em um
residuo man na unidade repetida (referida como UNIDADE). Residuos
GlcNAc e Man normalizados sdo indicados sublinhados. Conteudo de

carboidrato foi determinado em preparagdes de LPS de 0,5 mg.

Razao molar
Monossacarideo Batelada Sm2003.1 Batelada Sm2003.3
NUCLEO UNIDADE NUCLEO UNIDADE

Gal 20,4 1,5 22,4 1,4
Glc 7,9 0,6 4.8 0,3
GlcNAc 3.0 + 3,0 +
Hep 2,8 + 2,9 +
KDO 2,8 + 2,9 +
Man 14,2 1.0 15,4 1.0
Rha 16,1 1,1 17,6 1,2
Conteudo de 170 220 '
carboidrato (pg)*
Numero de unidades 12 13
repetidas

? ndo inclui a contribuigdo de grupos O-acetila, que podem estar ligados nos
residuos Gal repetidos.

Anélise de monossacarideo de Sm LPS (Tabela 13) mostrou
uma composi¢do completamente diferente como aquela para SI LPS de
acordo com sua estrutura molecular contendo unidades repetidas Man-Rha-

Gal. Como descrito acima, a razdo molar para Gal € maior do que o esperado
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1,0 na unidade repetida parcialmente pela contribui¢io de residuos Gal na
regido de nucleo.

Igualmente, razdes equimolares sdo esperadas para Glc, Man,
Rha e Gal porque estes residuos formam uma unidade repetida em St LPS
5 (Tabela 14). Aqui deve ser observado que abequose também é parte da
unidade repetida, mas ndo € aplicada na anélise. Batelada St2003.2, contudo,
conttm KDO e Hep menos oxidavel, que pode afetar a eficicia da
imobilizagdo de LPS desta preparagdo. Por outro lado, batelada St2003.2
contém muito mais carboidrato do que a batelada St2003.1, a saber 249 pg em

.10 relagdo a 154 pg em 0,5 mg de LPS, respectivamente.
Tabela 14. Andlise de monossacarideo de LPS de S. typhimurium. Bateladas
St2003.1 e St2003.2 foram fortificadas com Hb a 15% (m/m) e 25% (m/m),
respectivamente. Razdes molares foram determinadas baseando-se em dois
residuos GIcN e um residuo GlcNAc (detectados como trés residuos GIcNAc)
15  presentes nas regides de lipideo A e de nicleo (referidas como NUCLEO) e
baseando-se em um residuo Man na unidade repetida (referida como
UNIDADE). Residuos GIcNAc e Man normalizados sd3o indicados

sublinhados. Contetdo de carboidrato foi determinado em preparagdes de

LPS de 0,5 mg.
Razao molar
Monossacarideo Batelada St2003.1 Batelada St2003.2
NUCLEO UNIDADE NUCLEO UNIDADE

Gal 24,7 1,4 24,2 1,4
Glc 17,0 1,0 16,2 1,0
GlcNAc 3.0 + 3.0 +
Hep 2,8 + 2,6 +
KDO 2,7 + 2,4 +
Man 20,5 1.0 19,2 1.0
Rha "~ 199 1,1 19,5 1,2
Contetdo de 154 249
carboidrato (ug)®
Numero de unidades 15 14
repetidas

20  *ndo inclui a contribui¢do de residuos Abe (O-acetilados).

Imobilizacio de LPS suportado em proteina

Surpreendentemente, LPS intacto insatisfatoriamente copulou
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por meio de sua fun¢do 4cido carboxilico-KDO em dextrano carboximetilado
ativado por EDC/NHS, e respostas significativas de soros de referéncia nio
foram obtidas. Para melhorar a imobilizagdo de LPS no chip sensor, LPS foi
oxidado usando periodato de sodio para criar grupos aldeido reativos em seus
constituintes carboidrato, que permitiriam o denominado procedimento de
copulagdo de aldeido, i.e. condensag@o de aldeido com uma fungéo hidrazida
em uma liga¢do hidrazona seguida por reduc¢do para um produto hidrazida.
Sem oxida¢do, LPS tinha de fato pouco potencial para imobilizar em uma
superficie de um chip CMS5 revestido com carbohidrazida (resultados nio
mostrados).

_ Copulagdo de LPS oxidado, contudo, deu reatividade
desapontadora com soros de referéncia, provavelmente como um resultado de
imobilizagdo insuficiente dos antigenos. LPS extraido em fenol
comercialmente adquirido (i.e. clivagem de lipideo A), de S. enteritidis deu
respostas baixas quando imobilizado apés oxidacdo, a saber 187 RU e 167
RU, respectivamente. Tem que ser observado, contudo, que além da
copulagdo insatisfatoria, oxidagéo pode ter destruido uma parte das estruturas
antigénicas, que pode dar respostas soroldgicas insatisfatérias. O grau de
oxidagdo foi investigado pela analise de monossacarideo de Se LPS (Tabela
10). Esta andlise revelou que quantidades relativas de KDO, Hep e GlcNAc,
que sdo constituintes da regido de nicleo e ndo das unidades antigénicas
repetidas na parte PS, foram significativamente reduzidas comparado com Se
LPS nio oxidado. O importante € que parte de residuos de monossacarideo de
PS, e portanto estruturas antigénicas, aparentemente permaneceram intactos
sob as condi¢Ges de oxidagdo suaves, que foram aplicadas. |
Tabela 15. Respostas de biossensor apés imobilizagdo e respostas de anti-
soros de referéncia fluidos sobre superficie de chip, que foram preparados
com Se ou St LPS oxidado € ndo oxidado na presenga de 15% (m/m) de Hb

porcina.



10

15

20

4

8

Tipo | Tratament Resposta de biossensor (RU)

de o com Nivel de a- | 05 | a-09 | a-012 | O poly A-S
LPS periodato | imobilizacio | 04°

Se Nao 6515 1 9 6 9 4

St Nio 4402 2 156 1 5 0

Se sim 4265 -21 -3 77 202 159

St sim 5950 302 5005 -12 225 137

% anti-soro contra antigeno O indicado foi testado

Tabela 16. Respostas de biossensor apds imobilizagdo e respostas de anti-
soros de referéncia fluidos sobre superficie de chip, que foram preparados

com St LPS oxidado (batelada St2003.1) na presenca de 7% (m/m) da

proteina indicada.

Proteina Resposta de biossensor (RU)
adicio- Nivel de | O4 05 09 | 012 o (o) C- C-St C-Se | C-Si | S-Spg
nada Imob.* poly | poly | SPF
E A-S
BSA® 344 n.dc n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d. n.d. n.d. n.d.
BSA 7450 19 216 1 18 4 14 5 18 21 12 42
Hb 3410 319 | 3874 4 192 3 203 11 151 140 51 762
Mb 815 59 773 3 45 2 47 8 46 34 20 152
Ob 5540 76 926 10 56 12 56 12 47 45 25 177

® nivel de imobilizacdo;

® BSA foi adicionado em LPS oxidado e dessalinizado;

¢ imobilizag¢do de LPS foi considerada muito baixa para outra analise de soros
de referéncia.

Para otimizar a ligagdo de LPS e conseqiientemente melhorar a
detec¢do de anticorpos ligantes dos soros, oxidagdo de LPS foi entfo
executada na presenca de uma proteina para permitir a formagdo de
complexos de proteina-LPS por meio de reagdes de base de Schiff entre
aminas proteindceas e. fungdes aldeido de LPS. De fato, Se LPS extraido de
TCA comercialmente disponivel, contendo quantidades consideraveis de
proteinas bacterianas, deu imobilizagfo melhorada a 562 RU comparado com
Se LPS extraido em fenol e purificado por cromatografia de troca i6nica a 208
RU.

Oxidagdo de LPS foi necessaria, porque misturas contendo

LPS ndo oxidado e proteina mostraram niveis de imobilizagdo relativamente
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altos mas respostas especificas insignificantes (Tabela 15). Em adigéo, adigéo
de proteina foi apenas benéfica antes da oxidagdo de LPS, porque a adigdo de
BSA em St LPS oxidado e dessalinizado deu niveis de imobilizagdo
aceitaveis mas ndo respostas soroldgicas esperadas (Tabela 16). Em uma
maneira similar, Hb deu niveis de imobilizagdo relativamente altos mas nao
respostas soroldgicas, como esperado (resultados ndo mostrados).

Para propositos de melhoria de método, proteinas com grau
relativamente alto de homoldgia de suas estruturas primaria e secunddria entre
espécies de vertebrado homeotérmicas e ocorrendo em matrizes adequadas
para sorologia foram sellecionadas para investigagdes adicionais. Por este
motivo, foram comparados os desempenhos de St LPS fortificado (7% m/m)
com ovalbumina de galinha, hemoglobina porcina, albumina de soro bovino
ou mioglobina porcina (Tabela 16). Hemoglobina deu melhoria claramente
melhor de niveis de imobilizagdo juntamente com melhor perfil de reatividade
de anticorpo - antigeno esperado. Na presenca de Hb, em particular, soros de
referéncia O12, poly O A-S e C-St deram respostas melhores.

Este experimento foi repetido com a adigdo de BSA, Hb e Mb
em niveis indicados em Tabelas 17 a 20 usando bateladas Se2005.1,
Sg2005.1, S12005.1 e St2005.1. Nesta vez, O4 e OS5 ligaram em St LPS
imobilizado como esperado (Tabela 20). Avaliacdo destes resultados
sumariados nas Tabelas 16 a 20 revelaram que quando se consideram todas as
respostas esperadas simultaneamente por tipo de LPS, a adi¢do de Hb deu
respostas especificas mais altas comparado com a adi¢do de BSA e Mb. Além
disso, na maioria dos casos desvios padrdo que ocorreram com Hb como
proteina suportadora, foram mais favoraveis do que aqueles para a adi¢do de
BSA e Mb. Hemoglobina foi, portanto, selecionada para experimentagdo
adicional.

Foi observado que os anti-soros O poly A-S provavelmente

contém titulos baixos de anti-sorogrupo C; e C,, como no caso de teste de Sg
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LPS imobilizado (Tabela 18) e de S1 LPS (Tabela 19) foram encontradas
respostas relativamente baixas.

Tabela 17. Respostas de biossensor em unidades de resposta (RU) apods
imobilizacdo e respostas de anti-soros de referéncia fluidos sobre superficies
de chip, que foram preparados com Se LPS oxidado na presenga del5%
(m/m) de proteina indicada. Valores foram corrigidos para as respostas de C-
SPF, que também estdo listadas. Desvios padrdo estdo indicados entre

parénteses (JV = 5, exceto para soros de galinha e suino JV=4).

Anti-soro testado
Prote- | Nivel de 09 012 O poly | Anti-soro C-Se C-St C-Spg P- St C- SPF
ina Imob.” A-S - grupo D
Hb 3403 72 (4) 268 (1) 160 (2) 187 (3) 197 (6) 55(7) 1753 (5) | 76 (13) 87
Mb 4228 47 (4) 242 (3) 133 (5) 158 (4) 167 (9) 40(12) | 1674 (6) | 80 (16) 107
BSA 4883 31(11) 185 (2) 99 (16) 126 (5) 126 (11) | 28(30) | 1277 (4) | 68(24) 74

* nivel de imobilizag3o.

Tabela 18. Respostas de biossensor em unidades de resposta (RU) apoés
imobilizagdo e respostas de anti-soros de referéncia fluidos sobre superficies
de chip, que foram preparados com Sg LPS oxidado na presenca de50%
(m/m) de proteina indicada. Valores foram corrigidos para as respostas de C-
SPF, que também estdo listadas. Desvios padrdo estdo indicados entre

parénteses (JV = 5, exceto para soros de galinha e suino N= 4).

Prote | Nivel de Anti-soro testado
-ina | Imob.” 06,7 08 O poly Anti- soro P-SI C-SPF
A-S grupo C
Hb 5542 318 (1) | 249(11) 69 (3) 145 (10) 52 (17) -1
Mb 9880 237(1) | 211 (12) 45(7) 81 (26) 162 (34) 0
BSA 10344 196 (4) | 124 (8) 19 (24) 61 (15) 110 (22) -6

® nivel de imobilizaggo.

Tabela 19. Respostas de biossensor em unidades de resposta (RU) apods
imobilizag3o e respostas de anti-soros de referéncia fluidos sobre superficies
de chip, que foram preparados com S1 LPS oxidado na presenca de50% (m/m)
de proteina indicada. Valores foram corrigidos para as respostas de G-SPF,
que também estdo listadas. Desvios padrdo estdo indicados entre parénteses

(N= 5, exceto para soros de galinha e suino N = 4).
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Prote- | Nivel de Anti-soro testado
ina Imob." 06,7 O poly | Anti- soro C-Si P-Sli C-SPF
A-S grupo C
Hb 8180 125 (21) 16 167 (4) 377 (12) 46 (7) -17
Mb 10819 97 (24) 8 115 (0) 349 (3) 96 (26) -24
BSA 11364 24 (5) -33 40 (5) 200 (2) 68 (20) 76

* nivel de imobilizagdo

Tabela 20. Respostas de biossensor em unidades de resposta (RU) apos
imobilizagdo e respostas de anti-soros de referéncia fluidos sobre superficies
de chip, que foram preparados com St LPS oxidado na presenga de15% (m/m)
de proteina indicada. Valores foram corrigidos para as respostas de C-SPF,
que também estdo listadas. Desvios padrdo estdo indicados entre parénteses

(N =5, exceto para soros de galinha e suino JV=4).

. Anti-soro testado
Prote- | Nivelde | O4 | OS O O poly | Anti-soro | C-St C- P-St C-SPF

ina Imob.* A-S grupo B Spg

Hb 3355 419 | 494 212 107 (1) 809 (5) 398 619 272 9
G| O 2 (14) 29 &)

Mb 2826 353 | 432 176 80 (9) 722 (2) 356 532 246 17
® | @ ® (20) (24) (14)

BSA 5588 388 | 304 158 82 (16) 542 (4) 324 324 244 4
0| @ | (16) (24) (16) a7

* nivel de imobilizago.

Niveis de imobilizagdo e reatividade esperada de soros de
aglutinagdo com LPS de S. enteritidis (batelada Se2003.1), S. goldcoast
(batelada Sg2003.2), S. livingstone (batelada S12003.1), S. typhimurium
(batelada St2003.1) e S. meleagridis (Batelada Sm2003.1) revelaram uma
correlagdo com quantidade relativa de Hb adicionada antes da oxidagédo (veja
por exemplo Figura 3). Também foi verificado que para um tipo de LPS
especifico de sorovar de Salmonella, a concentragdo 6tima de Hb também foi
dependente da batelada de produgao. |

Orientando-se pela resposta maxima do perfil antigénico
esperado usando um painel de soros de controle de referéncia e padrdo e

orientando-se pelas respostas baixas de soros de referéncia de SPF de ave,
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concentragio 6tima de Hb foi determinada para cada tipo e para cada batelada
de LPS (Tabela 21). No texto, preparagdes de LPS contendo hemoglobina,
oxidadas, s3o adicionalmente referidas como preparagdes LPS™-Hb.

Deve ser observado que, em qualquer experimento, o nivel de
imobilizacdo ndo se correlaciona com respostas soroldgicas mas se
correlaciona com a quantidade de Hb que foi adicionada.

Tabela 21. Efeito de concentragio de LPS e de hemoglobina sobre o nivel de

imobilizagdo final de LPS derivado de S. enteritidis (Se) e de S. typhimurium

(St).
Concentracio Se LPS St LPS
de LPS 10% (m/m) 15% (m/m) 10% (m/m) 15% (m/m)
(ng/mL) Hb? Hb Hb Hb
25 9197
62,5° 2194-2065 3173
62,5° 3400-3000
62,5° 8414
62,5° 2374
125 3940-3647
250 3370 10645

# concentragio de Hb relativa a LPS
b preparado sobre canais de sensor separados.

O efeito da dilui¢do de Se LPS e St LPS antes da oxidagdo na
presenca de 10% (m/m) ou 15% (m/m) de Hb em relagdo a LPS,
respectivamente, foi investigado (Tabela 21). Estes resultados ndo revelaram
claramente uma correlagdo entre concentragdo de LPS e o nivel de copulagéo.
Tabela 22. Relacdo entre o nivel imobilizado de LPS®-Hb e as respostas
soroldgica de anti-soro de antigeno O e soros de controle de ave. Campos para
0s quais uma resposta soroldgica era esperada estdo sombreados em uma cor
verde e valores dentro do campo estdo sublinhados. Soros de controle foram
diluidos em HBS-EP contendo cloreto de sodio 0,5 M e 0,5% (m/v) de

dextrano carboximetilado.
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Cédigo de Nivel de
batelada imobilizacio Soros de controle (1:20, v/v)
de LPS (RU) '
O poly A-S1 C-SPF C-Se C-St C-Spg C-Si

2083 L2830 249 | 17059 122,5 | 49504 58,4

Se2003.1 716 =958 14,9 ~ 681,6" 56,4 1647.4 29,1
450 Lo 489 9,3 -353.5. 31,2 . 733.0 17,0
292 . 174 10,0 893 15,2 195.3 10,8
8709 - 1800 27,2 151,1 53,9 136,8 | .184.4
8017 v 1813 0 29,4 1494 50,9 137,6 186.1

Sg2003.2 6075 205,00 29,1 193,5 48,3 129,7 12064 -
3793 oo 1554 25,7 1445 39,1 98,9 157.9+
11526 , 832 51,1 69,8 76,1 115,6 3708.2...
11329 903 54,3 74,7 76,6 121,0 38325

S12003.1 8357 91T 54,8 77,3 66,8 111,9 | 4000.1
6067 ; 88,5+ | 51,7 73,0 61,3 104,4 3815.1¢
2831 o0 175,00 32,2 466,8 607.3 1762.3 1474
543 . o A81 16,9 1199 |« 174.9 | 3693 58,1

St2003.1 321 262 11,2 64,8 [1..97,5 o 1791 1 36,5
217 © 122 12,1 18,9 288 | 46,0 15,8

Estabilidade e robustez de imobilizacao de LPS

Reprodutibilidade e repetibilidade da imobilizagdo de LPS e a
resposta especifica de soros de referéncia foram testados. As preparagdes de
LPS de Se, Sg, Sl e St foram oxidadas na presen¢a de sua correspondente
concentragdo 6tima de Hb, dessalinizadas, e entdo armazenadas em solugéo a
4°C no escuro. Sob condigdes idénticas, mas considerando a variabilidade
geralmente observada para imobilizagdo de moléculas em uma superficie de
biossensor, os niveis de irﬁobilizag:éo de LPS oxidado foram quer
comparaveis nos casos de bateladas Sl (5% RSD) e St (8% RSD) quer
tenderam a aumentar nos casos das bateladas Se (13% RSD) e Sg (8% RSD)
durante dois meses de armazenagem (Tabela 23 até Tabela 26). As respostas
de soros de referéncia também foram provadas sobre os chips de biossensor
separados. Inspe¢do destes ndo revelou uma correlagdo entre o nivel de
imobilizagdo e a resposta especifica. Por exemplo, niveis de imobilizagdo de
Se LPS e Sg LPS podem tender a aumentar no decorrer do tempo; este
aumento ndo foi refletido na resposta de ligagdo de anticorpos de soro nos
antigenos imobilizados. O desvio padrdo relativo varia entre 12% e 38%.
Quando se consideram os primeiros 3 dias de medida (dia 0, dia 7 ou 10, e dia

14 ou 17) a variancia é grandemente reduzida de 3.,5% para 23% (resultados
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ndo mostrados). Tabelas 27 a 30 sumariam a repetibilidade do método em

varios momentos durante um periodo de 12 meses. Em cada instante de tempo

de analise, uma aliquota fresca de LPS fortificado com Hb foi oxidada,

imobilizada e analisada e portanto reflete a soma de variabilidade de varias
5 etapas.

Tabela 23. Resposta de anti-soros de aglutinagdo e de referéncia com LPS**-

Hb Se2003.1 preparados no dia 0 e armazenados a 5-8°C. A preparagdo de

LPS foi imobilizada e testada ap6s oxidagdo nos dias indicados.

Nivel de Se2003.1 oxidado na presenca de 15% de Hb
Dias de analise imobilizagio 09 012 O poly A-S C-Se C-Spg (1:100)
RU)

0 2708 446 302 330 2597 3535
10 3007 352 258 252 2205 3726
17 3194 472 320 292 2520 3586
31 3642 509 356 340 1486 3727
62 3640 361 223 156 1676 2329
Média 3238 428 292 274 2097 3381
Desvio padréo 407 69 52 74 498 594
RSD (%) 13 16 18 27 24 18

Tabela 24. Resposta de anti-soros de aglutinacdo e de referéncia com LPS™-

10  Hb Sg2003.2 preparados no dia 0 e armazenados a 5-8°C. A preparagdo de

LPS foi imobilizada e testada apds oxidagdo nos dias indicados.

Dias de Nivel de Sg2003.2 oxidado na presenca de 50% de Hb
analise imobilizacio 06,7 OS O poly A-S
RU)
0 7262 668 465 117
7 9972 714 531 110
14 10597 657 566 111
20 11453 857 502 100
28 11866 1085 504 130
59 12002 484 364 58
Média 10525 744 489 104
Desvio padrio 869 226 77 27
RSD (%) 8 30 16 26

Tabela 25. Resposta de anti-soros de aglutinagdo e de referéncia com LPS*-

Hb S12003.1 preparados no dia 0 e armazenados a 5-8°C. A preparagdo de

LPS foi imobilizada e testada apds oxidagdo nos dias indicados.

Dias de Nivel de S12003.1 oxidado na presenca de 50% de Hb
analise imobiliza¢do (RU) 06,7 O poly A-S
0 11509 318 84
7 13581 289 63
14 14870 250 54
20 13582 475 65
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28 14976 468 75

59 14744 202 31
Média 13877 334 62
Desvio padrio 707 127 17
RSD (%) 5 38 27

Tabela 26. Resposta de anti-soros de aglutinagdo e de referéncia com LPS™-

Hb St2003.1 preparados no dia 0 e armazenados a 5-8°C. A preparagdo de

LPS foi imobilizada e testada apos oxidagdo nos dias indicados.

Dias de Nivel de St2003.1 oxidado na presenca de 15% de Hb
analise imobilizacdo 04 | 05(@(1:200)| O12 O poly C-St | C-Se | C-Spg
(RU) A-S (1:100)

0 5391 594 540 278 362 441 544 1634
10 4432 463 567 242 273 448 356 1442
17 4473 517 578 250 262 362 396 1294
31 4769 559 582 296 326 440 255 1464
62 4996 442 321 209 196 340 297 983
Média 4812 515 518 255 284 406 370 1363
Desvio padrio 397 64 111 34 64 51 112 244
RSD (%) 8 12 22 13 22 13 30 18

Tabela 27. Respostas de Se LPS recém-oxidado (batelada Se2003.1) nos

instantes de tempo indicados (em meses). O LPS foi isolado de células

bacterianas, fortificado com 15% (m/m) de Hb, seco e armazenado a 4-7°C

até o dia de oxidagfo, imobilizagédo e analise.

Analis Nivel de Se2003.1 oxidado na presenca de 15% de Hb
e (més) | imobilizagio 09 012 O poly C-Se C-Spg
(RU) A-S (1:200, v/v) | (1:100, v/v)

0 2708 446 302 330 2597a 3535b
1° 1326 252 165 172 464 1274
2 2380 372 262 230 502 1478
3 2003 398 208 230 676 1864
5 2309 144 207 337 534 1539
7 3487 240 444 547 786 2368
9 3721 215 407 576 705 2415
12 1450 78 145 219 159 1272

* soro foi diluido 1:50 (v/v)
> soro foi diluido 1:100 (v/v)

°LPS foi diluido em outra razio volumar

Tabela 28. Respostas de Sg LPS recém-oxidado (batelada Sg2003.2) nos

instantes de tempo indicados (em meses). O LPS foi isolado de células

bacterianas, fortificado com 50% (m/m) de Hb, seco e armazenado a 4-7°C

até o dia de oxidagdo, imobilizagdo e andlise.
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Analise Nivel de Sg2003.2 oxidado na presenc¢a de 50% de Hb
(més) imobiliza¢ao 06,7 08 O poly A-S
RU)

0 7262 668 465 117
1 7428 929 451 100
2 9023 639 459 91

3 13152 474 606 119
S 8087 549 446 294
7 9724 622 382 286
9 8870 692 508 364
12 7088 491 * 281

Tabela 29. Respostas de Sl LPS recém-oxidado (batelada S12003.1) nos
instantes de tempo indicados (em meses). O LPS foi isolado de células
bacterianas, fortificado com 50% (m/m) de Hb, seco e armazenado a 4-7°C

até o dia de oxidagéo, imobilizagdo e analise.

Analis | Nivel de imobiliza¢io S12003.1
e (més) (RU) 06,7 O poly A-S
0 11509 318 84
1 11442 417 62
2 12280 287 55
3 13152 231 65
5 11896 217 159
7 11563 271 149
9 10882 298 191
12 10138 204 131

5  Tabela 30. Respostas de St LPS recém-oxidado (batelada St2003.1) nos
instantes de tempo indicados (em meses). O LPS foi isolado de células
bacterianas, fortificado com 15% (m/m) de Hb, seco e armazenado a 4-7°C

até o dia de oxidagdo, imobilizagdo e analise.

Anilise Nivel de S$t2003.1oxidado na presenca del5% de Hb
(més) imobilizac¢io 04 05 (1:200 012 | Opoly | C-St [ C-Spg (1:200

RU) v/v) A-S v/v)

0 5391 594 540* 279 362 441 1634a

1° 3487* 339 470 181 207 352 597

2 4623 482 325 257 242 411 612

3 4079 425 608 187 235 982 624

5 6873 359 369 167 302 393 605

7 5410 681 734 334 453 559 837

9 4008 638 664 278 441 524 824

% soro foi diluido 1:100 (v/v);
10 ® Apds oxidagdo, solugdo contendo LPS foi diluida duas vezes em vez de

uma.
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Exemplo 2

Introducao
Biossensor SPR para detec¢do de anticorpos de gema de ovo refletindo
Salmonella enteritidis

Salmonella é uma das causas maiores de gastroenterite
bacteriana de humanos (Fischer, 2004; van Duynhoven et al., 2005). Nos
Paises-Baixos, entre 1994-1998, Salmonella enterica sorovar enteritidis (S.e.)
foi o sorovar muito mais freqiientemente isolado (Pelt et al. 1999). Dentro
deste sorovar, ovos e produtos de ovo foram a fonte de infec¢do mais
importante. Apesar das varias medidas de controle, aproximadamente 9% dos
rebanhos de galinhas poedeiras holandesas tornam-se anualmente infectados.
Visto que contaminagdo de ovo com Salmonella continua a ser uma ameaga
para a saude publica, é importante detectar uma infec¢do de um rebanho tdo
cedo quanto possivel por um programa de vigilancia adequado.

O corrente sistema de monitoragdo holandés em galinhas
poedeiras € baseado em sorologia (Bokkers, 2002). O objetivo ¢ reduzir a
prevaléncia de S.e. e de S. fyphimurium no setor de galinhas poedeiras.
Amostragem, contudo, ocorre apenas duas vezes: antes e no final do periodo
de postura de ovos. O programa de vigilancia corrente, portanto, ndo pode
detectar todas as infec¢des de rebanhos durante o periodo de postura de ovos,
e os fazendeiros ndo podem ‘garantir’ que seus produtos sdo de galinhas
poedeiras livres de Salmonella.

Conseqlientemente, o programa de vigilincia deve ser
melhorado. Como uma alternativa a corrente sorologia, teste de ovos para
anticorpos poderia der realizado. Amostragem de ovos possui a vantagem de
que ela pode ser realizada em instalagdes de embalagem de ovos, em uma
freqiéncia de amostragem alta com tamanhos de amostra grandes.

Testes para detec¢do de anticorpo em ovos t€m sido antes

desenvolvidos e usados. Os testes existentes sdo freqlientemente baseados em
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ensaios imunoabsorvente ligados a enzima (ELISA) usando (combinagdes de)
componentes antigénicos diferentes de Salmonella spp. (veja por exemplo
Refs. Gast et al, 2002 e 1997; Skov et al, 2002; Holt et al, 2000; Desmidt et
al., 1996; Sachsenweger et al, 1994; Van Zijderveld et al, 1992).
Recentemente, a adequabilidade possivel de biossensores para a deteccdo de
resposta humoral tem sido reconhecida (Bergwerff e van Knapen, 2006,
aceito para publicagdo; Bergwerff e van Knapen, 2003; Jongerius-
Gortemaker, 2002; Pyrohova et al, 2002; Vetcha et al., 2002; Li et al, 2002;
Liu et al, 2001; Uttenthaler et al. 1998). Um biossensor consiste de um ligante

- bioldgico imobilizado reutilizavel que ‘sente’ o analito, e um transdutor

fisico, que traduz este fenOmeno em um sinal . eletrébnico (Jongerius-
Gortemaker et al, 2002). O uso de biossensores promete a possibilidade de
analises de rendimento alto, e assim a detec¢do de multiplos sorovares ou
sorogrupos dentro de uma familia de anticorpos ou agentes de doencas
infecciosas contra estes agentes em uma uUnica corrida. Isto oferece a
oportunidade para melhorar programas de vigilancia, porque mais amostras

podem ser testadas em uma freqiiéncia mais alta durante um periodo de

_ postura de ovos.

Este exemplo avalia a sensibilidade, a especificidade e a
capacidade discriminatéria de um teste de deteccdo de anticorpo por
biossensor de ressondncia de plasmon de superficie (SPR) (biacore 3000) em
uma gema de ovo baseado no lipopolissacarideo (LPS) de Salmonella
enterica de sorovar enteritidis e compara os resultados com aqueles obtidos
com um kit de teste de ELISA comercial baseado em g,m flagellin e um kit de
teste de ELISA comercial baseado em LPS para detec¢do de anticorpos de
ovo pela criagdo e analise de curvas caracteristicas de operador receptor
(ROC).

2. Materiais e métodos

2.1 Método de biossensor de SPR
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Adaptamos o método de deteccdo por ressonincia de plasmon
de superficie (biacore 3000 por Biacore AB, Uppsala, Suécia) de anticorpos
de soro contra Salmonella enteritidis usando antigeno LPS como
desenvolvido por Bergwerff et al. (em preparagdo) para gema de ovo. O
primeiro ajuste para este método foi feito na preparagdo da amostra. Apos a
separagdo da gema de ovo e da clara de ovo, a gema de ovo foi diluida 1:5
(v/v) em tampao HEPES 10 mM em pH 7,4, contendo EDTA 3 mM, cloreto
de sddio 0,15 M, 0,005 % (v/v) de tensoativo P20 (Biacore AB, Suécia), e
cloreto de sodio 0,85 M adicional (Merck, Darmstadt, Alemanha), 1% (m/v)
de dextrano carboximetilado (Fluka Chemie, Buchs, Alemanha) e 0,05 %
(v/v) de Tween 80 (Merck, Alemanha). Foi misturado com pérolas de vidro,
centrifugado a 15.000 g na temperatura ambiente por 25 min; e tensoativo foi
filtrado sobre um filtro de 0,45 um (Schleicher & Schuell, Dassel, Alemanha).

Uma segunda adaptacdo foi a limpeza do chip sensor. Apds
analise de 15 amostras de gema de ovo, um solvente contendo 0,5 % (p/v) de
dodecil-sulfato de s6dio (Biacore AB, Suécia) foi injetado para remover
componentes de gema de ovo depositados.

2.2 Gemas de ovo e soros de referéncia

Soros foram usados como referéncia nos varios testes devido a
invariabilidade do estoque de amostra de gemas de ovo de referéncia bem
definidas. Soros de referéncia e SPF definidos, liofilizados originarios de
galinhas infectadas com a) S. enteritidis, b) S. typhimurium, c) S. infantis, ou
d) S. pullorum foram obtidos do Animal Health Service Ltd. (Deventer,
Paises-Baixos). Estes soros foram preparados dos soros reunidos. Antes do
uso, soros liofilizados foram reconstituidos em 1 mL de Milli-Q.
Adicionalmente, anti-grupo B, anti-grupo C, anti- grupo D e anti-grupo E de
anticorpo monoclonal de camundongo anti-Salmonella foram usados (Sifin,
Berlim, Alemanha).

Gemas de ovo de controle interno foram wusadas para
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estabelecer repetibilidade e sensibilidade analitica do ensaio de biossensor.
Consistiram de uma amostra de gema de ovo livre de patdgeno especifico
(SPF) (Animal Health Service Ltd., Paises—Baixbs) e uma amostra de foliculo
pré-ovuiatério elevadamente imuno-responsiva originaria do experimento 2
(cf. se¢do 2.4. abaixo).
2.3 ELISA

Amostras foram ensaiadas usando técnicas de imunoensaio de
enzima de sanduiche. Dois kits de detec¢do de anticorpo de S.e.
comercialmente disponivel foram usados; Flockscreen S.e. Guildhay
(Guildford, Inglaterra) e FlockChek S.e. IDEXX (Westbfdok, Maine, USA).
As amostras foram analisadas de acordo com os procedimentos da
companbhia.

O Guildhay S.e. indirect ELISA é baseado em LPS como
antigeno. As cavidades de placas de microtitulo foram revestidas com LPS,
dilui¢bes de 1:500 de amostras foram adicionadas em mono. Resultados de

teste foram expressados como uma razdo S / P de acordo com a seguinte

férmula:
(densidade optica da amostra - densidade Optica de controles
negativos)
S/p= densidade dtica da amostra — controles negativos dedensidade dtica 1)

controles negativos dedensidade otica
A razdo S / P foi interpretada usando os seguintes critérios:
Geme de ovo: S / P < 0,08 = imuno-negativo; 0,08 <S /P < 0,25 = imuno-
suspeito; S / P > 0,25 = imuno-positivo.
O IDEXX S.e. competitive ELISA ¢ baseado em antigeno g,m
flagellar. As cavidades das placas de microtitulo foram revestidas com
antigeno g,m flagellar, diluigdes 1:2 de amostras foram adicionadas em mono.

Os resultados foram expressados como razdo S / N como segue:
amostra de densidade dtica )

S/N =
controles negativos de densidade dtica
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A razdo S / N foi interpretada usando os seguintes critérios:
Geme de ovo: S/ N > 0,75 = imuno-negativo; 0,75 < S / N < 0,59 = imuno-
suspeito; S / N < 0,59 = imuno-positivo.

2.4 Experimentos

As amostras de ovo usadas neste estudo originaram-se de dois
experimentos de infecgdo.

Experimento 1. Quinze galinhas poedeiras de uma
semana de idade (Isa Brown) foram alojadas em isoladores de filtro de ar
particulado de eficiéncia alta de pressdo negativa (HEPA) com um volume de
1,3 m’ e equipado com um piso de tela de 1,1 m?, e aplicando um ritmo de
fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de escuro. Os isoladores foram ventilados
em uma vazio de aproximadamente 30 m’/h. Durante o periodo de
crescimento, nenhuma Salmonella péde ser cultivada da forragem. As
galinhas foram proporcionadas com alimentacdo ndo-medicada e agua ad
libitum. Foram alojadas, manuseadas e tratadas conforme aprovagdo do
comité de Dutch Animal Health Service Ltd. de acordo com as regulagdes
holandesas sobre animais experimentais. Todas as galinhas foram inoculadas
oralmente uma vez com 1 x 10° CFU por ave em semana 20 do experimento
usando S. enteritidis CL344 (Animal Health Service Ltd., Deventer, Os
Paises-Baixos). Antes e ap6s a inoculagdo, os ovos foram colhidos em uma
base didria, mas nio rotulados individualmente e ndo datados. Os ovos foram
armazenados na temperatura ambiente por quatro semanas e
subseqiientemente a 4°C. O experimento terminou na semana 22 e produziu
‘147 amostras ‘positivas’ e 71 amostras ‘negativas’.

Experimento 2. Este experimento € descrito em detalhe
por Van Eerden et al. (2005, em preparacdo). Resumidamente, 128 galinhas
poedeiras de 15 semanas de idade (Lohmann Brown, 16 aves, 8 replicagdes)
foram divididas em dois grupos (8 galinhas cada) e alojadas individualmente

em duas células de aclimatagio, usadas como isoladores, na mesma sala, sob
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um ritmo de fotoperiodo de 9 h de luz e 12 h de escuro. Durante o periodo de
crescimento até inocula¢do, nenhuma Salmonella foi cultivada das fezes.
Foram proporcionadas com alimento nfdo-medicado e agua ad libitum. O
experimento animal foi conduzido de acordo com as Guidelines for Animal
Experimentation of Wageningen University e aprovado pelo Ethical
Committee sob o Numero de Referéncia de 2003219. Cada uma de sessenta e
quatro galinhas (16 aves, 4 replicagGes) foi inoculada oralmente uma vez com
1 x 10® CFU de S.e. resistente a acido nalidixico (ASG, Lelystad, Os Paises-
Baixos) uma semana apoés o inicio do experimento. As outras 64 aves foram
consideradas controles nédo infectados. Ovos foram colhidos no dia 21 e no
dia 28 apds inoculagdo. Doze vezes, os ovos de uma célula aclimatadora
foram colhidos e reunidos apos fendilhamento da casca (cf. seg¢éo 2.5 abaixo).
Quatro das amostras de ovos reunidas foram retiradas das células de
aclimatagdo ‘ndo-infectadas’. A gema de ovo e clara de ovo foram misturadas
e armazenadas a -20°C. O experimento terminou quatro semanas apos a
inoculag¢do. Foliculos pré-ovulatérios foram entdo colhidos de oito aves
individuais ndo infectadas e de cinco aves individuais infectadas.

2.5 Preparacdo de amostras de ovo

Ovos do experimento 1 foram preparados na seguinte maneira.
Para facilitar a preparagfo asséptica, as cascas de ovo foram desinfetadas com
um etanol aquoso 70 % (v/v). Subseqlientemente, os ovos foram quebrados, e
os conteidos foram coletados em placas de Petri estéreis. Um volume de 1
mL de gema de ovo foi coletado usando uma seringa estéril descartavel e
dividido em fra¢des de 200 pL. Cada fracdo foi diluida com um tampéo
apropriado quer para biossensor SPR quer para analise de ELISA, e entio
armazenada a -20°C.

Igualmente, gema de ovo e clara de ovo e foliculos ovulatorios
reunidos obtidos do experimento 2 foram fracionados, diluidos e armazenados

a-20°C.



10

15

20

25

63

2.6 Avaliacio de método de biossensor SPR

2.6.1 Sensibilidade e especificidade analiticas

Para estabelecer o limite de detec¢do do ensaio, oito diluigdes
seriais de 1:2 (v/v) de uma amostra de gema de ovo elevadamente imuno-
responsiva e uma amostra de controle negativo de SPF foram analisadas em
triplicafa pelo biossensor SPR. Analise de varidncia (ANOVA) foi realizada
usando SPSS (SPSS for Windows, Standard Version,1999) para avaliar
diferengas em respostas de biossensor SPR obtidas apds injegdo das amostras
de controle serialmente diluidas. Soros de referéncia foram usados para injetar
uma gema SPF para testar a especificidade do ensaio de biossensor SPR. Para
este proposito, gema de ovo foi injetada com anti-soros reativos a 1) S.
enteritidis (sorogrupos D), 2) S. infantis (sorogrupos C), 3) S. pullorum
(sorogrupos D), e 4) S. typhimurium (sorogrupos B). Estas amostras foram
diluidas em seus volumes quer em uma proporgdo de 1:100 (1, 2 e 3) quer em
1:50 (4). Teste de especificidade adicional foi realizado por injegdo de gema
de ovo SPF com anticorpo monoclonal de camundongo diluido 1:100 (v/v)
reativo contra sorogrupos B, G, D e E de Salmonella.
2.6.2 Repetibilidade

A repetibilidade do ensaio de biossensor SPR foi avaliada iaela
corrida de amostra de gema de ovo elevadamente imuno-responsiva e de
amostra de gema de ovo de controle negativo SPF duas vezes em um unico
dia e em trés dias consecutivos (em triplo). Valores de médias, de desvios
padrdo (SD) e de coeficiente percentual de variagdo (%CV) foram calculados
em Excel 2000 (pacote de programas de computador da Microsoft).
2.6.3 Curvas ROC

Curvas caracteristicas de operador receptor (ROC) foram
geradas usando os resultados das anélises de biossensor SPR e de ELISA para
avaliar os desempenhos de teste de cada ensaio (Zweig e Campbell, 1993).

Usando SPSS, a acuracia total de cada ensaio foi calculada da area integrada
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sob a curva (AUC), correspondendo ao erro padrdo (SE) e a probabilidade da
hipétese nula da AUC verdadeira sendo 0,5. Pelo uso de analise de ROC ndo-
paramétrica (Metz et al., 1998), a acuracia de detec¢do por biossensor SPR de
anticorpos contra S.e. foi comparada com a acurdcia de dois ELISA's. O
padrio ouro foi o estado de infecgdo do grupo experimental.
2.6.4 Especificidade e sensibilidade diagnosticas

Em uma curva ROC a taxa positiva verdadeira (sensibilidade)
é plotada em fungdo da taxa positiva falsa (especificidade-100) para pontos de
corte diferentes de um pardmetro. Cada ponto sobre a curva ROC representa
um par de sensibilidade / especificidade correspondendo a um limite de
decisdo particular. Assim, as sensibilidades diagnésticas maximas na
especificidade diagndstica mais alta para o ensaio de biossensor SPR e os dois
ELISA's foram calculadas, usando SPSS. Para o teste de biossensor SPR
usando as amostras do experimento 1, a especificidade diagnostica méxima na
sensibilidade diagndstica mais alta e as especificidade e sensibilidade
diagnosticas 6timas também foram calculadas.
3. Resultados
3.1 Especificidade e sensibilidade analiticas

Uma dilui¢do de 1:640 (v/v) da amostra de gema de ovo
elevadamente imuno-responsiva foi, em 50 RU, a dilui¢do mais alta testada
que diferiu significativamente (P < 0,001) do controle negativo.

Os sinais de teste das gemas de ovo SPF injetadas com soros
positivos a S. enteritidis (1:100, 145 RU), S. pullorum (1:100, 1012 RU) ou S.
typhimurium (1:50, 58 RU) positive estiveram acima do valor de corte de 52
RU (cf. secdo 3.4.1 abaixo) e foram considerados positivos, como o foi a
gema de ovo SPF injetada com anti-soro de camundongo anti-grupo D de
Salmonella (1:100, 130 RU). Gema de ovo SPF ndo injetada foi verificada
negativa, i.e. resposta média foi 30 RU. As gemas injetadas com soro positivo

para S. infantis (1:100, 24 RU) e anti-soro de camundongo contra subgrupos
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B (1:100, 27 RU), C (1:100, 16 RU), e E (1:100, 15 RU) de Salmonella
também estiveram abaixo do valor de corte.
3.2 Repetibilidade

| O coeficiente de variagdo dentro de um unico dia foi 1% para a
amostra de gema de ovo elevadamente imuno-responsiva e 13% para a
amostra negativa. O coeficiente de variagdo de dia - para - dia durante trés
dias foi 2 % para a amostra positiva e 17% para a amostra negativa.
3.3 Determinagdo de limite
3.3.1 Andlise de ROC

Analise de ROC foi realizada sobre os resultados de ensaio de

71 e 135 amostras de gema de ovo das galinhas ndo infectadas e infectadas,

respectivamente, do experimento 1 (nem todos os testes foram realizados
sobre 12 amostras das galinhas infectadas). Areas integradas sob as curvas
ROC foram 0,892 (SE 0,024, P< 0,001) para o ensaio de biossensor SPR;
0,432 (SE 0,039, P = 0,103) para o IDEXX ELISA e 0,430 (SE 0,039, P =
0,096) para o Guildhay ELISA (Tabela 31). As curvas ROC s3o mostradas na
Fig. 4. A area integrada (AUC), e portanto a acurécia total, para o ensaio de
biossensor SPR foi significativamente maior do que aquelas de IDEXX (Z =
11,5, P <0,001) e Guildhay ELISA (Z = 10,5, P< 0,001).

Analise de ROC também foi realizada para quatro amostras de
gema e clara de ovo combinadas e 15 amostras de gema de ovo de oito
amostras de gema e clara de ovo combinadas, de galinhas ndo infectadas, e de
oito amostras de gema de ovo de galinhas infectadas do experimento 2. As
areas integradas sob as curvas ROC foram 0,811 (SE 0,082, P = 0,002) para o
ensaio de biossensor SPR, 0,615 (SE 0,098, P = 0,098) para o IDEXX ELISA
e 0,870 (SE 0,064, P < 0,001) para o Guildhay ELISA (Tabela 32 e Fig. 5). A
AUC do ensaio de biossensor SPR foi significativamente (Z = 1,9, P = 0,055)
maior do que aquela de IDEXX ELISA, mas ndo diferente do que aquela de
Guildhay ELISA (Z=-1,0, P=0,322).
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3.4 Estimativas de desempenho
3.4.1 Estimativas de especificidade e de sensibilidade diagnédsticas

Com respeito aos resultados das amostras adquiridas do
Experimento 1, as amostras da popula¢do ndo infectada deram respostas de
biossensor variando de 6 a 50 RU. As respostas das amostras da populagdo
infectada variaram de 11 a 3584 RU. Em um valor de corte de 52 RU, 24 de
135 amostras tiveram que ser consideradas imuno-negativas.

Um valor de corte de 52 RU deu a estimativa de especificidade
diagndstica mais alta possivel de 100 % (com um intervalo de confianga (CI)
exato a 95% de 95-100 %) e uma estimativa de sensibilidade diagndstica de
82 % (CI a 95%: 76-98 %) para o teste de ensaio de biossensor SPR. Um
valor de corte de 10 RU deu a estimativa de especificidade diagnostica mais
alta possivel de 100 % (CI exato a 95 %: 97-100 %) e uma estimativa de
especificidade de 1 % (CI a 95%: 0-4 %). Um valor de corte de 42 RU deu as
especificidade e sensibilidade diagndsticas combinadas 6timas: 84 % (CI a
95%: 77- 90 %) € 99 % (CI a 95%: 96-100 %), respectivamente.

Em um valor de corte de ODss0,m de 0,11, o IDEXX ELISA
teve uma especificidade diagnéstica de 100 % e uma sensibilidade de 1 % (CI
a 95%: 0-3 %). A ODssg.m das amostras da populagéo nédo infectada variou de
0,174 a 1,377, i.e. acima do valor de corte a 0,11. Da populagéo positiVa, 145
de 147 amostras tiveram que ser consideradas imuno-negativas no valor de
corte escolhido, a saber a ODssq,y, correspondente variou de 0,042 a 1,572. O
Guildhay ELISA teve uma especificidade diagnoéstica de 100 % e uma
sensibilidade de 16 % (CI a 95%: 10-22 %) em um valor de corte de ODgsonm
de 0,12. Nenhuma das amostras da populagdo nédo infectada mostrou valores
de ODgsonm acima de 0,12 (0,051 a 0,093). No caso da populagdo positiva, 124
de 147 amostras tiveram que ser consideradas imuno-negativas. A ODgsonm
destas amostras variou de 0,048 a 1,471. No caso do Experimento 2, um valor

de corte de 542 RU deu a estimativa de especificidade diagndstica mais alta
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possivel de 100 % (CI exato a 95%: 82-100 %) e uma estimativa de
sensibilidade diagnoéstica de 63 % (CI a 95%: 39-86 %) para o teste de ensaio
de biossensor SPR. As amostras da populacdo ndo infectada tiveram valores
de RU variando de 101-448. Os valores de populagdo infectada variaram de
117- 3012 e 6 de 16 amostras tiveram resultados de teste negativos. Em um
valor de corte de ODssqn, de 0,49, o IDEXX ELISA teve uma especificidade
diagnoéstica de 100 % e uma sensibilidade de 19 % (CI a 95%: 0-38 %).
Nenhuma das amostras da populagdo ndo infectada teve valores de ODgsonm
menores do que 0,49. Os valores variaram de 0,537- 1,621. Da populagdo
positiva, 13 de 16 amostras tiveram resultados negativos no valor de corte
escolhido. Os valores variaram de 0,134-1,630. O Guildhay ELISA teve uma
especificidade diagnostica de 100 % e uma sensibilidade de 67 % (CI a 55%:
43-91 %) em um valor de corte de ODgsonm de 0,14. Nenhuma das amostras da
populagdo ndo infectada teve valores de ODgsonn, maiores do que 0,14. Os
valores variaram de 0,072-0,140. Da populagdo positiva, 5 de 15 amostras
tiveram resultados de teste negativos (uma amostra ndo pdde ser testada). Os

valores variaram de 0,086-2,144.

-4, Discussao

O objetivo deste estudo foi quantificar as caracteristicas de
teste do biossensor SPR para a detec¢do de anticorpos de S.e. em ovos. Os
resultados mostraram que o ensaio de biossensor SPR apresentou desempenho
significativamente melhor do que aquele dos dois ELISA's comercialmente
disponiveis para as amostras do Experimento 1. As especificidade e
sensibilidade diagndsticas 6timas combinadas do biossensor SPR foram 84 %
(77-90 %) e 99 % (96-100 %), respectivamente. Tanto o IDEXX ELISA
baseado em g,m flagellin, quanto o Guildhay ELISA baseado em LPS ndo
foram capazes de detectar a infecgdo de S.e. com uma especificidade e
sensibilidade diagndstica combinada mais alta usando este painel de teste.

Este estudo indica que um ensaio de biossensor SPR poderia ser uma
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ferramenta nova e poderosa para a monitoragdo de infec¢des causadas por
Salmonella enterica sorovar enteritidis em rebanhos de galinhas poedeiras por
meio de deteccdo de anticorpo em ovos. |

O ensaio de biossensor SPR oferece a possibilidade de detectar
infecgdes em uma maneira rapida e confidvel. A qualidade alta do teste e as
vantagens de bem-estar de animal e técnicas da colecdo de ovos sdo boas
razGes para explorar seu uso em selecdo de populagdes. Em adigdo, as

configuragGes do biossensor SPR aplicado da Biacore permitem a detecc¢do

‘simultdnea de anticorpos em multiplos sorovares de Salmonella em uma unica

corrida em um unico canal de sensor ou em canais de sensor separados sobre
o mesmo chip sensor (resultados nio mostrados). Isto poderia ser de
significancia porque é bem sabido que sorovares diferem em paises no
decorrer do tempo (veja por exemplo Refs. Guerin et al., 2005; van
Duijnkeren et al, 2002).

A avaliagdo de teste foi realizada usando ovos de dois
experimentos que ndo foram realizados especificamente para esta avaliag@o
de teste, possivelmente influenciando o desempenho do teste. Os ovos
‘positivos’ foram coletados provavelmente no instante de tempo que a
resposta humoral estava se desenvolvendo nas galinhas expostas. Estes ovos
‘prematuros’ foram analisados e seus resultados falso-negativos interferem
com a avaliagdo dos ensaios. Se pudesse ter sido possivel excluir ovos até 2
semanas apos a infec¢do, a sensibilidade diagnostica de cada teste, ELISA ou
biossensor SPR, teria sido melhorada.

Detecgdo de anticorpo em soro € mais sensivel do que em
ovos, porque o surgimento de anticorpos em ovos ¢ precedido pelo
surgimento em soro em uma semana (Gast e Beard, 1991; Sunwoo et al.,
1996; Skov et al., 2002). Contudo, sensibilidade de rebanho aos testes para
anticorpos em ovos pode ser melhorada pela aquisi¢do de mais amostras, que

¢ mais facil do que quando se usam ovos. O desempenho do biossensor (AUC
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0,892) foi comparado com aquele dos dois ELISA's comerciais, (IDEXX
AUC 0,432, Guildhay AUC 0,430). Em nosso conhecimento IDEXX ELISA
ndo foi validado para ovos, mas existem dados quantitativos sobre o
desempenho de teste em comparag@o com outros testes: Van Zijderveld et al.
(1992) avaliaram quatro ELISA's diferentes para diagnose de infecg¢des por
S.e. em galinhas experimentalmente infectadas. Relataram uma especificidade
de 100% e uma sensibilidade de 95% para 127 gemas de ovos dos ovos postos
entre 13 e 40 dias apds a infec¢do com S.e. Em nossa avaliagdo, o teste de
IDEXX ndo teve desempenho tdo bom quanto na avaliagdo de 1992. Uma
explicagdo poderia ser a sele¢do de amostra diferente, porque nossas amostras
originaram-se dos experimentos de infec¢do que pararam 2 e 4 semanas apos
inoculagdo, tendo tido tempo para desenvolver uma resposta humoral.

E sabido que antigenos O compartilhados dentre os membros
de sorogrupos B e D de Salmonella limitam a especificidade de deteccdo de
S.e. usando antigenos de lipopolissacarideo (de Vries et al., 1998; Baay e
Huis in't Veld, 1993; Hassan et al., 1990). Isto € confirmado por nossos
resultados: o ensaio ndo pdde diferenciar entre infec¢des com sorovares
enteritidis, gallinarum e typhimurium, compartilhando O 9 e O 12. Visto que
sorovares zoonoticos dos trés (S. typhimurium mais S. enteritidis) representam
80% de isolados identificados pelos laboratérios de referéncia nacionais
participando na rede de vigilancia Enter-net entre 1998-2003 (Fischer et al.,
2004), esta descoberta tem limitado a relevancia clinica para a populagdo
humana. O ensaio diferenciou entre gema de ovo SPF injetada com anti-soro
de camundongo anti-grupo B (1:100, 27 RU) e anti-grupo D (1:100, 130 RU)
de Salmonella. Isto ndo é surpreendente, porque o LPS de Salmonella
enteritidis possui O 1, 0 9 e O 12 como antigenos somaticos, enquanto que os
reagentes de teste especificos para grupo contém os seguintes anticorpos
monoclonais; anti-grupo B de Salmonella: Anti-O4, O 5, 027 anti- grupo D
de Salmonella: Anti-O9. ‘
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O valor de corte de Experimento 2 foi muito maior do que o
corte do Experimento 1, possivelmente porque parte de nossas amostras
consistiu de geme e clara de ovo em vez de apenas gema de ovo. Para
aplica¢des diferentes, valores de corte diferentes podem ser opcionais. Para
aplica¢des diferentes, valores de corte diferentes podem ser 6timos. Custos
relativos ou indesejabilidade de erros (classificagdes de positivo falso /
negativo falso) e as proporgdes relativas esperadas de galinhaé infectadas e
nio infectadas sdo pardmetros, importantes na determinagdo do valor de corte,
que afeta o valor diagnéstico do ensaio. Sugeririamos um valor de corte que
minimize o nuimero de resultados positivos falsos, raciocinando que
amostragem e teste freqlientes seriam necessarios se o ensaio fosse para ser
usado em um programa de vigildncia na populagdo de galinhas poedeiras,
dada a prevaléncia relativamente baixa de S.e.

A técnica de biossensor SPR tem detectada com sucesso
anticorpos de ovo para determinar infecges experimentais em galinhas. Em
programas de selecdo futuros, o biossensor SPR poderia possivelmente
detectar, ao mesmo tempo, analitos diferentes.

Tabela 31. Analise de ROC dos resultados das amostras derivadas do
Experimento 1 analisadas por biossensor SPR, IDEXX e Guildhay ELISA's.

Caracteristica Ensaio de IDEXX ELISA Guildhay ELISA
biossensor SPR

Corte otimizado 52 RU ODs50nm 0,11 ODgs0nm 0,12
Sensibilidade 82 1 16
diagndstica (%)
Cl a 95% (%) 76-89 0-3 10-22
Especificidade 100 100 100
diagnéstica (%)
Cla95%" 95-100 95-100 95-100
AUC 0,892 0,432 0,430
Cla95% 0,844-0,939 0,356-0,508 0,355-0,506

? teste exato de Fisher

Tabela 32. Analise de ROC dos resultados das amostras derivadas do
Experimento 2 analisadas por biossensor SPR, IDEXX e Guildhay ELISA's.
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Caracteristica Ensaio de IDEXX ELISA Guildhay ELISA
biossensor SPR

Corte otimizado 542 RU ODssonm 0,49 ODgsonm 0,14
Sensibilidade 63 19 67
diagndstica (%)
Cl a 95% (%) 39-86 0-38 43-91
Especificidade 100 100 100
diagnostica (%)
Cla 95%° 82-100 82-100 82-100
AUC 0,811 0,615 0,870
Cla95% 0,649-0,972 0,424-0,806 0,745-0,996

® teste exato de Fisher

Exemplo 3

Introducao

Detecg¢do direta de Campylobacter spp. por meio de monitoragdo de
infecgdes por bacteriofago usando globulos revestidos com LPS

Campylobacter ¢ o patégeno mais comum proveniente de
alimento em paises desenvolvidos, causador de gastroenterite caracterizada
por diarréia sanguinolenta e/ou aquosa. Campylobacter esta associado com
sindromes de Guillain- Barre (GBS), de Reiter e urémica hemolitica (HUS) e
artrite reativa (FSAIL 2002; Lake et al., 2003; Tauxe, 2000). Nos ultimos 20
anos, a taxa de infeccdo de Campylobacter ainda esta crescendo em muitos
paises desenvolvidos, talvez devido as melhorias em detecgdo e relatorio. Nos
Estados Unidos da Ameérica, 2.400.000 casos de campilobacteriose sio
relatados anualmente correspondendo a aproximadamente 1% da populag@o
dos E.U.A. (Tauxe, 2000).

Péssaros selvagens e animais domésticos sdo reservatorios de
Campylobacter e disseminam bactérias no ambiente. Ave doméstica € um
veiculo importante para infec¢do por Campylobacter em humanos. De fato,
cepas, que foram isoladas de galinhas, também puderam ser isoladas de
pacientes (Coker, 2000). Estudos epidemiologicos tém mostrado que o
consumo e o manuseio de carne de ave doméstica devem ser considerados

como um risco maior para infec¢do de humano com C. jejuni ou C. coli
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(FSAIL 2002). O fator de risco mais consistente nos Estados Unidos, Nova
Zelandia e Europa tem sido o consumo ou o contado com carne de ave
doméstica crua ou ndo cozida, totalizando 10% a 50% de todos os casos de
campilobacteriose (Tauxe, 2000). C. jejuni, C. coli e C. lari representam cerca
de 90% de campilobacteriose de humano (Stern e Line, 2000). A dose efetiva
de Campylobacter é considerada baixa, variando de 500 - 10.000 células
(FSAL, 2002).

Campylobacter sdo bacilos Gram-negativos, curvos, de
formato de S, ou de formato espiral possuindo um ou mais flagelos em um
dos polos e sdo elevadamente moveis (Ghristensen et al., 2001).
Campylobacter cresce entre 30,5°C e 45°C em uma temperatura Otima de
42°C. Crescimento 6timo € estabelecido em 10% de dioxido de carbono, 5-
6% de oxigénio, e 85% de nitrogénio (FSAI, 2002).

Métodos de fenotipificagéo tradicionais para determinagédo de
Campylobacter demoram de 4 a 5 dias e envolvem pré-enriquecimento
seguido por isolamento de agar seletivo e confirmagdo por teste bioquimico.
Devido a natureza perecivel de itens de alimento e a velocidade requerida
para analise de produfos de alimento, s@o necessarios métodos mais rapidos,
sensiveis e especificos para deteccdo custo-efetiva de Campylobacter.

Procedimentos de separagdo imunomagnética (IMS) foram usados por
Waller e Ogata (2000), Che et al. (2001), Yu et al. (2001) para concentrar C.
jejuni de carne de ave doméstica sem a etapa de cultura celular de pré-
enriquecimento. Esta abordagem pode recuperar 10* unidades formadoras de
colonia (cfu)/g em carnes de ave doméstica conforme detectadas com
microscopia de fluorescéncia e forca atdmica (Yu et al., 2001). IMS pode
potencialmente reduzir o tempo de pré-enriquecimento de Campylobacter e
pode suplantar os problemas de inibidores de fontes de alimento tais como
inibidores de PCR (Benoit e Donahue, 2003). O uso de IMS pode portanto

acelerar o enriquecimento do analito.
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Este exemplo descreve um método de detec¢do a jusante
usando bacteriofagos especificos para Campylobacter, i.e. organismos virais
pequenos que se fixam em ou infectam bactérias vivas Campylobacter. Sua
fixac¢do ou infecgdo é dependente da fase do ciclo devida da bactéria. Ligagdo
em ou infec¢do de Campylobacter pode ocorrer a saber em fase estacionaria,
log ou lag da bactéria e também depende da espécie de fago. Infecgdo da
bactéria resulta normalmente em um niimero alto de copias de bacteriéfago.
Registro deste aumento de fagos € portanto usado como um instrumento
analitico para tragar a presenga de Campylobacter na amostra original.

O objetivo deste estudo € demonstrar que a aplicagdo de
bacteriofagos como ferramentas analiticas especificas e sensiveis para a
detecgdo de Campylobacter em produtos animais, tais como fezes e carnes (de
aves domésticas).

Materiais e métodos
Configuragdo experimental

Apds homogeneizagdo, e.g. facilitada por digestdo, IMS serad
usada para purificar e concentrar Campylobacter de amostras contaminadas,
tais como carne e fezes. Na segunda etapa, bactérias isoladas por IMS seréo
incubadas com, uma cepa apropriada de bacteriéfago. Bacteriofagos ndo-
fixados serdo removidos por lavagem do isolado celular usando o mesmo
procedimento de IMS. Campylobacter imobilizado por IMS trazendo
bacteriofago e/ou infectado sdo entdo introduzidos em uma cultura fresca e
pura de Campylobacter de referéncia que estd em uma fase estacionaria. Esta
cultura de células € usada como um hospedeiro estranho para reforgar a
multiplicagdo dos bacteriéfagos. Apds uma cultura curta para permitir que as
bactérias alcancem sua fase log, os bacteriéfagos serdo colhidos por
centrifugacdo. O sobrenadante contendo bacteriéfago sera incubado com
globulos fluorescentes revestidos com LPS. Aqui, o globulo esta revestido

como descrito no exemplo com o LPS isolado de Campylobacter usado como
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o organismo hospedeiro. A presenga de bacteriéfagos ligados nos gldbulos
fluorescentes sera testadas em duas maneiras. Apos a adigdo de e incubagéo
com anticorpos anti-bacteriéfago marcados com um marcador fluorescente, a
quantidade de fluorescéncia corresponderd a concentragdo de bacteridéfagos e
indiretamente a concentragdo de Campylobacter na amostra original. Em uma
abordagem alternativa, anticorpos anti-LPS contendo um marcador
fluorescente competirdo com bacteridéfagos pelos lugares de ligagdo. Uma
diminui¢do da fluorescéncia registrada em comparagdo com uma amostra
livre de Campylobacter indicara, portanto, uma amostra positiva para
Campylobacter. O teste sera validado em termos de seletividade e de
sensibilidade por C. jejuni, C. coli e C. larii em matrizes diferentes, incluindo
fezes, pele, e carne de porcos e galinhas. Organismos proximamente
relacionados, tais como espécies Arcobacter, serdo usados para testar a
especificidade do método.
Cepas virais e bacterianas e condigdo de cultura

C. jejuni (ATCC 33291) e C. coli (ATCC 33559) serdo
adquiridas de Microbiologies (St. Cloud, USA). As bactérias crescerdo em
caldo de soja-triptona (TSB) (Oxoid, CM 129, Hampshire, Inglaterra) por 24
h a 420C, sob atmosfera microaerofilica, que sera gerada usando uma cilindro
de gis (BBL, Becton Dickinson, Sparks, USA). Campylobacter s3o entdo
posicionadas sobre Agar de Carvﬁo-Cefoperazona-Desoxicolato (mCGDA)
(base de agar seletiva livre de sangue com Campylobacter [Oxoid, CM 739]
com suplemento seletivo CCDA [Oxoid, SR155], cefoperazona 32 pg/mL e
anfotericina B 10 pg/ml) e incubados sob atmosfera microaerofilica por 24 h
a 48 h a 42°C. Uma coldnia pura de Campylobacter é entdo transferida para o
agar de soja triptica (TSA) (Oxoid, CM131) e sera incubada sob uma
atmosfera microaerofilica por 24 h a 48 h a 42°C e entdo deixada em um
refrigerador a 4°C até o uso. Bacteridfagos infectantes de Campylobacter

NTCC12669, NTCC12670, NTCC12671, NTCCI12672, NTCC12673,
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NTCC12674, NTCCI12675, NTCC12676, NTCC12677, NTGCI12678,
NTCC12679, NTCC12680, NTCC12681, NTCC12682, NTCCI12683,
NTCC12684 sdo adquiridos da National Type Culture Collection (Londres,
Reino Unido).

Preparagdo de amostra

A cultura de Campylobacter pura armazenada a 4°C sera
subcultivada em TSB e incubada sob atmosfera microaerofilica por 24 h a
42°C. Este € o hospedeiro para crescimento exponencial do bacteriofago.

Uma quantidade de 25 g de filé de galinha moido sera
suspensa em 225 mL de caldo de Preston (Caldo Nutriente de No.2 [Oxoid,
CM 67], 5% (v/v) de sangue lisado de cavalo [Oxoid, SR48], suplemento para
crescimento de Campylobacter [Oxoid, SR232] e suplemento sepetivo para
Campylobacter de Preston modificado [Oxoid, SR204]) contido em um saco
digestor. O meio de caldo de Preston sera preparado de acordo com a
instrugdo do fabricante. O saco digestor contendo amostra sera
homogeneizado por 90 s em um digestor (Inter science, St.Nom, Franca). A
suspensdo inteira sera entdo incubada sob atmosfera microaerofilica a 42°C
por um tempo de incubagdo apropriado para permitir o crescimento de
Campylobacter.

Separagdo imuno-magnética

Apoés enriquecimento com caldo de Preston, o saco digestor
contendo a amostra sera adicionado em um pote de incubag¢do da maquina de
IMS (Pathatrix™, Microscience, Cambridgeshire, UK). A aparelhagem ¢é
entdo operada de acordo com as instru¢des do fabricante. Resumidamente, 50
ul de globulos magnéticos anti-Campylobacter (Microscience) serdo
adicionados na amostra, que ¢ entfo recirculada 30 min a 37°C. Os gl6bulos
magneticamente imobilizados sdo liberados, lavados com 100 mL de agua de
peptona tamponada preaquecida (peptona [Becton Dickinson] 10 mg/mL,
cloreto de sddio [Merck, Darmstadt, Alemanha] 5 mg/mL, hidrogeno-fosfato
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de dissodio di-hidratado [Merck] 4,5 mg/mL, diidrogeno-fosfato de potassio
[Merck] 1,5 mg/mL ajustado para pH 7,2) e entdo atraidos de novo pelo
magneto. Solugdo de lavagem foi removida deixando uma suspensdo de 200
uL para crescimento seletivo e anélises de bacteri6fago.
Detecgdio de bacteriofagos

Globulos-IMS trazendo Campylobacter sdo contatados com
um volume pequeno de bacteriéfagos especificos para bactéria. Apds uma
incuba¢do curta para permitir fixagdo especifica dos fagos na superficie da
bactéria alvo, os globulos de IMS sdo lavados e amostrados para ajustar um
ponto de referéncia no procedimento de analise final. O restante da suspenséo
¢ misturado com uma suspensdo de espécie Campylobacter fresca para
hospedar o bacteriéfago em crescimento. Ap6s incubagdo a 42°C, a suspensdo
¢ centrifugada e o sobrenadante sera suplementado com um volume de
globulos fluorescentes revestidos com LPS de Campylobacter. Multiplicagdo
de fagos é entdo avaliada apés a adigdo quer de anticorpos fluorescentemente
marcados anti-bacteriéfago quer anticorpos fluorescentemente marcados anti-
Campylobacter. Apés uma incubacdo de 15 min, os glébulos sdo analisados
usando e.g. um dispositivo BioPlex (Bio-Rad) para selecionar fluorescéncia
imobilizada sobre os globulos como um resultado de reagdes de ligagdo
especificas.
Exemplo 4
Introducio
Detecgdo de anticorpos anti- Salmonella em soro porcino e suco de carne de
galinhas usando globulos fluorescentes

Microorganismos incluem uma ampla variedade de bactérias,
bolores (fungos), parasitas e virus. Microorganismos patogénicos tém atraido
muito mais atengdo do publico como consumidores de agua e alimento
contaminados, que resultaram em ataques de familia ou de comunidade.

Como uma conseqiiéncia, a midia e os politicos t€ém desempenhado sua parte
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no aumento da conscientiza¢do do consumidor e legislagdo nova estd em
preparagdo ou ja em uso.

Com respeito aos microorganismos patogénicos, atengéo
especial é dada a numerosas doengas zoonoticas, i.e. microbios transmissiveis
de animais para humano, pelas seguintes razdes: 1) a maioria das doengas

provenientes da agua e de alimento sdo de natureza zoondtica; 2) muitos

“agentes zoonoticos possuem sua rota de transmiss@o através do ambiente, e 3)

contaminagdes tanto de alimento / dgua quanto do ambiente também sio
usadas por (bio)terroristas para adquirirem o impacto maximo na sociedade.

Perigos microbiologicos podem entrar nas cadeias alimentares
em qualquer ponto durante pré-colheita, produgdo, processamento, transporte,
venda a varejo, armazenagem doméstica ou preparacdo de refeicdo.A partir de
sua introdu¢do em rac¢do ou alimento, podem ocorrer ambientes elevadamente
complexos nos quais o microorganismo pode esquivar-se da detecgdo e
inativagdo. Sistemas de distribui¢do internacional eficiente e mudangas
rapidas nas preferéncias dos consumidores podem facilitar a penetra¢do
rapida de patdgenos através de populagdes grandes, encurtando sobremaneira
o tempo de reagdo disponivel para agéncias de saude publica.

Autoridades e produtores de alimentos estdo convencidos de
que ensaios mais rapidos, versateis e seletivos (diagndsticos) sdo necessarios
para monitoragdo ambiental, de ragdo e de alimento para reagir
adequadamente as ligagdes contaminadas na cadeia alimentar.

Uma grande porcdo das técnicas de monitoracdo exploradas
envolviam o uso de tecnologias de ensaio de afinidade, incluindo plataforma
de biossensor.

Em [AABS] principio, deteccdo da presenga de
microorganismos pode ser realizada em duas maneiras: direta ou
indiretamente. No ensaio direto, o proprio organismo ¢ detectado

normalmente com a aplicagdo de anticorpos reagindo com estruturas
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antigénicas especificas para cepa e/ou (sub)espécie. Esta analise
imunoquimica segue a preparagdo de amostra consumidora de tempo por
meio de cultura em meios de crescimento seletivos. No caso de infeccdo de
parasita, isto ndo é possivel e detecgdo direta envolve inspecdo microscopica
de amostras. No ensaio indireto, a presenga do microorganismo € sugerida
pela detecgdo de produtos humorais (imunoglobulinas) ou celulares (e.g.,
citocinas) de uma resposta imunologica do hospedeiro infectado. Na maioria
dos estudos, antigenos bem definidos s3o usados para capturar
imunoglobulinas de hospedeiro em qualquer fluido corporal (sorologia). A
ligagdo observada entdo revela a natureza de uma infestagdo invasiva de um
patégeno.

As vantagens e desvantagens de deteccdes de patdégeno
indireta e direta sdo claras: i) individuos ndo s@o sempre imunologicamente
responsivos a uma infecgdo, i.e., diferengas entre respondedores imunes
baixos ou altos, ii) respostas humorais sfo retardadas varios dias ou até
mesmo semanas possivelmente deixando uma infec¢do recente ndo notada,
iii) anticorpos de soro podem ser encontrados onde o organismo causador no
¢ detectado, porque ele mesmo tem sido rejeitado ou retraido em certos
tecidos (ndo amostrados), iv) investigagdes sorolégicas sdo muito rapidas e
muitas vezes oferecem possibilidades melhores para rendimento alto do que a
deteccdo direta, e v) analise soroldgica de soro ou plasma prediz o estado de
infeccdo de Salmonella de um rebanho ou bando melhor do que andlise direta
de antigeno, i.e. cultura bacteriana seletiva classica.

De fato, sorologia realizada melhor deteccdo direta, e na
maioria dos casos insensivel de parasitas de tecido, que pode ser apenas
realizada por histoquimica ou técnicas de digestdo e microscopia. Diferengas
significativas também sdo evidentes em coleta e preparagdo de amostra:
enquanto que bactérias, fungos e virus t€m que ser cultivados de matrizes para

facilitar sua deteccdo em solugdes enriquecidas, sangue ¢ relativamente
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facilmente coletado e preparado para andlise. Aqui, deve ser observado,
contudo, que anticorpos ndo podem ser apenas recuperados de sangue, plasma
ou soro, mas também de musculo (suco de carne), leite, colostros, fluido
cerebroespinhal e ovos. Em particular, amostragem de ovos, de suco de carne
e/ou de leite é mais facil e mais custo-efetiva do que a amostragem de sangue,
plasma, soro ou fluido cerebroespinhal.

Meétodos diagnosticos baseados em andlise soroldgica de
materiais biologicos contendo anticorpo sdo portanto aprobativos em
denominada matan¢a de animais. Nesta abordagem de processamento
inovadora, decisGes baseadas em evidéncia e confidveis sdo feitas baseando-
se em mohitorac;ﬁo continua e intensiva em nivel de fazenda de se aminais sdo
permitidos entrarem em uma infra-estrutura de processamento contaminada
com Salmonella ou livre de Salmonella.

Dentre os componentes da estrutura antigénica do género
Salmonella, os antigenos somaticos sdo importantes como um instrumento
para tragar resposta imune em animais sob uma infeccdo invasiva deste
organismo. Antigenos somadticos estdo localizados sobre a parte de
polissacarideo de lipopolissacarideo (LPS), que ¢ um constituinte da parede
celular bacteriana. Detec¢do de uma resposta humoral com escolha cuidadosa
de LPS, pode ser deduzida a identidade do sorogrupo de Salmonella
infectante.

Em Dinamarca, Alemanha, Grécia e Os Paises-Baixos, 39.5%
de todos os porcos positivos para Salmonella amostrados no abatedouro foram
determinados como S. fyphimurium. Dependente do pais, outros isolados
importantes de porcos foram S. derby (17,1%), S. infantis (8,0%), S. panama
(5,1%), S. ohio (4,9%), S. london (4,4%), S. livingstone (3,1%), S. virchow
(2,7%), S. bredeny (2,1%), S. mbandaka (1,1%), S. Brandenburg (1,0%), S.
goldcoast (0,8%).

No caso de galinhas, 14% das galinhas foram positivas para
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Salmonella em nivel de rebanho em 2002 em Os Paises-Baixos. O sorovar
predominante foi naquele caso S. paratyphi B var. Java.

O nivel de venda varejo uma percentagem comparavel (13;4%)
foi encontrada em Os Paises-Baixos. Os sorovares mais freqiientes de
Salmonella isolados dos frangos em 14 estados membros de EU foram S.
paratyphi B var. Java (24,7%), S. enteritidis (13,6%), S. infantis (8,0%), S.
virchow (6,7%), S. livingstone (5,7%), S. mbandaka (5,5%), S. typhimurium
(5,3%),S. senftenberg (5,0%), S. fiadar (3,7%). S. paratyphi B var. Java €
dominante, mas € totalmente atribuivel ao Os Paises-Baixos.

Em suino e galinhas produtores de alimento, os sorogrupos de
Salmonella prevalecentemente ocorrentes sdo portanto pertencentes aos
grupos B, C e D, e no caso de suino também E.

Neste estudo, é explorada uma nova plataforma de ensaio de
afinidade analitica para a deteccdo indireta de infec¢do de Salmonella em
porcos e galinhas. Esta plataforma de tecnologia de Luminex analisa globulos
internamente codificados que podem estar revestidos com antigenos
diferentes em um teste Unico. Apenas quando fluorescéncias de ambos do
globulo e do analito ligado passam no detector sera registrada uma resposta.
Esta abordagem € aplicada para detectar anticorpos anti-Sa/monella em soro e
liquido extraido (drip) de carne.

Materiais e métodos
Compostos quimicos

Kit de copulagio de amina, consistindo de N-hidroxi-
succinimida (NHS), cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil)-
carbodiimida (EDC) e cloridrato de etanol-amina - hidréxido de sédio de pH
8,5 foram adquiridos de Biacore AB (Uppsala, Suécia). Etanol e acido
tricloco-acético (TCA) foram adquiridos de Merck (Darmstadt, Alemanha).
Cianoboroidreto de sddio e carbohidrazida foram obtidos de Fluka Chemie

GmbH (Buchs, Suid). Hemoglobin (Hb) porcina foi adquirida de Sigma
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Chemical Company (St. Louis, MO, U.S.A.). Agua foi obtida de um sistema
de purificagio de agua Milli Q (Millipore, Bedford, MA, U.S.A.).
Materiais

Colunas NAP-5 (0,5 mL; Sephadex G-25) foram adquiridas de
Amersham Biosciences e foram usadas como descrito pelo produtor. Chips
biossensores CM5 foram adquiridos de Biacore AB. Saco de dialise
(Spectra/Por) com um corte de 1 kDa foi obtido de Spectrum Laboratories
Inc. (Rancho Dominguez, CA, U.S.A.). Alexa532 foi de Molecular Probes
(Leiden, Os Paises-Baixos). IgG (H+L) de cabra anti-suino foi pedida de
Jackson Immunoresearch (West Grove, PAs USA). Este anticorpo foi
conjugado com Alexa532 usando procedimentos de marcagdo padrio.
Anti-soros anti- Salmonella

Anti-soros monoclonais somaticos ‘O’ monovalentes de
Salmonella contra 04, O5, 06;, 07, 08, 09, 010 foram adquiridos de Siﬁn
(Berlin, Alemanha). Solugdes de anticorpo foram diluidas em PBS 50 mM
para suas concentragdes de trabalho.
Soros porcinos e de aves de referéncia

Todos os soros de referéncia foram obtidos do Dutch Animal
Health Service (Deventer, Os Paises-Baixos). O soros de referéncia de aves
obtidos foram reativos com Salmonella enteritidis (sorogrupo D), .
typhimurium (sorogrupo B), S. pullorum / gallinarum (Spg; sorogrupo D) e
S. infantis (sorogrupo C;), e foram adicionalmente referidos como CH-Se,
CH-St, CH-Spg e CH-Si, respectivamente. Estes soros de galinha foram
originalmente preparados para analises ELISA como referéncias positivas.
Em adigdo, soro de galinha livre de patégeno (adicionalmente referido como
CH-SPF) foi obtido desta organizagdo como amostra de referéncia de controle
negativo. Estes soros foram reconstituigdo de material seco por congelamento
pela adigdo de d4gua em um volume indicado pelo produtor. Igualmente, soros

porcinos de animais desafiados com S. #Hphimurium e S. livingstone
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(sorogrupo C,) foram adquiridos de GD e foram referidos como P-St e P-SI,
respectivamente. Em adi¢do, soro porcino reativo a sorotipo-2 de
Actinobacillus pleuropneumoniae (GD) usado como controle em um Teste de
Fixagdo de Complemento, foi explorado como controle negativo para soro
porcino no ensaio de biossensor de Salmonella.
Meétodos
Extragdo de LPS 4456

Culturas noturnas de Salmonella foram preparadas pela
aplicagdo de 100 pL de seus estoques correspondentes sobre cada uma das
120 placas contendo 4gar de infusdo de coragdo (BHIa, Oxoid). As bactérias
foram colhidas da superficie das placas para dentro de 1 mL de solugdo
(salina) de NaCl 9 g/L por placa de agar usando uma espatula trigalski. Cada
placa foi lavada duas vezes com 2 mL de solu¢do salina. Bactérias
combinadas foram centrifugadas em seis tubos a 10.000 g e a 4°C por 15 min
e o sobrenadante foi descartado. Esta etapa de centrifugacao foi repetida duas
vezes com 75 mL de solugdo salina de lavagem por tubo em cada corrida.
Enquanto mantidas sobre gelo, as bactérias pelotizadas foram suspensas em
agua em uma razdo volumar, que foi uma de 5 vezes em relacdo ao peso das
bactérias. Um equivolume de TCA 0,250 M (Se) ou 0,500 M (Sg, SI, Sm e St)
foi adicionado para dar concentragdes finais de 0,12 M e 0,25 M,
respectivamente, seguido por agitagdo continua a 4°C por 3 h. Um
sobrenadante contendo lipopolissacarideo (LPS) foi entdo adquirido a 20.000
g e 4°C por 30 min. O pH do sobrenadante foi ajustado para pH 6,5 com
hidréxido de so6dio 5 M e quando se aproximava de pH desejado com
hidroxido de sédio 0,10 M. O volume final da solugdo contendo LPS foi
determinado antes da armazenagem a -18°C por 30 min. A solugfo foi diluida
com um volume duplo de etanol absoluto congelado de um lugar de
armazenagem a -18°C, e incubagio foi continuada durante a noite a -4°C sem

agitacdo em um dispositivo fechado, construido em casa, com etileno-glicol /
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agua (1:4, v/v) frio circulando. Uma pelota contendo LPS foi obtida apods
centrifugacdo a 20.000 g e a -4°C por 30 min. O material particulado foi
suspenso em um volume de 0,5 mL dé agua por grama de massa bacteriana
original pesada no inicio do processo de extragdo. A suspensdo foi dialisada
em um saco de didlise de 1-kDa contra agua a 4°C por dois dias com
reposi¢do de dgua intermitente regular. O conteiido do saco foi centrifugado a
20.000 g e a 4°C por 30 min, e o sobrenadante foi liofilizado. O liofilizado foi
pesado para estabelecer a recuperagdo de LPS. LPS foi reconstituido em agua
para compor uma concentragdo final de 5 mg/mL. Dependendo do tipo de
LPS e do m’nhero da batelada, um volume de hemoglobina (Hb) porcina a 1
mg/mL foi adicionado em uma concentragdo como indicada no texto. Cada
batelada foi dividida em porgdes em fragdes de 0,5 de LPS, que foram secas
usando um evaporado a vécuo e entdo armazenadas a 5-8°C.
Oxidagdo de LPS 447

Uma porg¢do de 0,5 mg de LPS fortificado com hemoglobina
foi dissolvida em 500 puL de acetato de sodio 100 mM de pH 5,5. Apds a
adigdo de 20 pL de periodato de sédio 50 mM (Sigma), a solugdo foi
incubada por 40 min sobre gelo protegida da luz. A oxidagdo de LPS foi

interrompida e a solugdo foi dessalinizada pela passagem de 500 pL da

 mistura reacional através de um cartucho NAP-5 com um fluxo controlado

por gravidade. LPS modificado foi eluido com 1 mL de acetato de s6diol0
mM, pH 4,0. Antes do uso, o cartucho foi condicionado trés vezes com 3 mL
de acetato de sédio 10 mM, pH 4,0.
Imobilizag¢do de LPS;44ps

Para imobilizar os antigenos de LPS oxidado nos globulos, os
grupos 4acido carboxilico na superficie do glébulo foram ativados com uma
mistura de EDC/NHS disponivel do kit de copulagdo de amina por 20 min
sobre um gyro rocker. ApoOs centrifugagdo e remogdo de sobrenadante,

ativagdo foi seguida por uma reagdo com carbohidrazida aquosa 5 mM por 20
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min. Glébulos com superficie modificada foram pelotizados de novo e o
liquido superior foi descartado antes da adi¢do de etanol-amina 1 M e
incubagdo por 20 min. Apds outra etapa de centrifugagdo a 14.000 g por 5
min, LPS oxidado dissolvido em acetato de sodio de pH 4,0 foi adicionado
para permitir imobilizagdo por 90 min. Apds remogdo do sobrenadante
adquirido por centrifugagdo, a ligagdo entre a superficie do globulo e o
antigeno foi estabilizada usando cianoboroidreto de s6dio100 mM dissolvido
em acetato de sédio 10 mM em pH 4.
Ensaio BioPlex

Ap6s aquecimento do dispositivo de contagem de gldbulos,
este BioPlex (BioRad, Veenendaal, Os Paises-Baixos) foi calibrado de acordo
com as instrugdes do produtor usando um kit de calibragdo de BioPlex
(BioRad). Amostras foram diluidas em PBS 50 mM em cavidades de uma
placa de microtitulo que foram entdo suplementadas com 50 pL de 5.000
globulos/mL de globulos revestidos de LPS. A liga¢do de antigeno-anticorpo
foi permitida por 30 min sobre um agitador de placa de microtitulo operado a
200 rpm. Entdo 10 pL de IgG (H+L) de cabra anti-suino marcada com
marcadores fluorescentes Alexa532 diluidos 8 vezes em PBS 50 mM foram
adicionados e incubagdo foi continuada por 15 min sobre o agitador. Os
glébulos foram entdo analisados para seus perfis de fluorescéncia por 30 s na
maquina BioPlex.
Resultados e discussiao

Globulos fluorescentes foram preparados para revestimento
com LPS de fontes diferentes de sorovares de Salmonella especificos
representado os sorogrupos B, C e D relevantes como zoonoses em alimentos
de galinha e suino. Deve ser observado que o sorogrupo E, que € relevante
para produtos de carne de porco, néo ¢ aqui estudado. Ap6s a imobilizagdo de
cada tipo de LPS em globulos individuais, que estdo internamente

codificados, o sucesso do revestimento foi avaliado usando anti-soros
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monoclonais comercialmente disponiveis contra antigenos somaticos O4, OS,
07, 08 e 09. Contudo, embora anti-O5 desse uma resposta de 6398 unidades,
anti-O9 deu 145 unidades, enquanto que o sinal de fundo de anticorpos-
antigenos ndo combinaveis foi menor do que 91 unidades em todos os casos
(Fig. 6). Em uma maneira similar, anti-O4 e anti-O7 deram respostas de 305
unidades e 174 unidades, respectivamente (Fig. 7). Estas diferencas em
respostas entre preparagdes de anti-soros comercialmente disponiveis
estiveram em correspondéncia muito boa com aquelas observadas usando um
biossensor de Ressonincia de Plasmon de Superficie (SPR) e refletem
diferengas em titulos de anticorpo. -

Em um modo similar, as atividades de bateladas de LPS
idénticas oxidadas em dias diferentes foram testadas usando um painel similar
de anti-soros comerciais (Fig. 8). Comparado com outra batelada de oxidagéo,
as respostas variaram entre 57% e 148%, que € suscetivel de melhorias.

Preparagdes diferentes de liquido extraido (drip) de carne, i.e.
suco que € adquirido de tecido muscular ap6s um ciclo de congelamento e
descongelamento, e soros de galinhas foram analisadas (Fig. 9). Atividades
registradas foram como esperado. Soro, liquido extraido (drip) de came, e
uma mistura de soro e liquido extraido (drip) de carne de galinhas livres de
Salmonella deram gldobulos conjugados fluorescentes abundantes baixos. Em
contraste, anti-S. pullorum e anti-S. gallinarum devem dar uma resposta sobre
sorogrupos B e D, porque contém antigenos Ol e O12, que ocorre para
liquido extraido (drip) e soro. S. infantis contém antigeno 06, que ¢
compartilhado por C; e C,. De fato, esta atividade é observada em liquido
extraido (drip) e soro (aa)-

Além de soro de galinha, soros suinos preparados também
foram testados (Fig. 10). Soro de porcos livres de Salmonella deram respostas
MFI dentro da faixa de 110 unidades (sorogrupo C;) a 137 unidades

(sorogrupo B) e estiveram proximas das respostas de globulos apenas
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incubados com tampéo, a saber 94 unidades (sorogrupo D) a 129 unidades
(sorogrupo C,). Como esperado, sinais significativos foram registrados
quando soros foram injetados com anti-soros anti-S. fyphimurium e S.
livingstone, a saber 969 unidades sobre sorogrupo B e 207 unidades sobre
sorogrupo C;, respectivamente. Os soros injetados ndo reagiram com
antigenos ndo-correspondentes entre 104 unidades MFI 131 unidades MFI.
Exemplo 5

Determinagdo de anticorpos anti-Salmonella em espécies exoticas de aves
usando um biossensor SPRaB10] |

Objetivo do estudo

O objetivo deste estudo foi explorar se a tecnologia de
biossensor SPR desenvolvida baseada no uso de LPS de Salmonella
selecionado imobilizédo para detectar indiretamente infec¢des de Salmonella
em animais produtores de alimento, também € capaz de detectar tais infec¢des
em espécies animais exoticas.

Materiais

Plasmas de tucanos (Rhamphastos toco) e de um galo silvestre
(Tympanuchus phasianellus), que estavam infectados com S. typhimurium de
diferentes tipos de fago, foram gentilmente proporcionados pelo dr. W.
Schaffcenaar e pelo eng. M. de Boer (Veterinary Department, Rotterdam Zoo,
Os Paises-Baixos). A historia de doenga destes animais € a seguinte.

Das fezes de um tucano amostradas em 24 de margo de 1994,
fagotipo 292 de S. typhimurium foi isolado. De outra amostra de fezes de
mesmo passaro, fagotipo 352 de S. yyphimurium 352 foi isolado em 28 de
junho de 194. Plasma de 24 de agosto de 1994 foi coletado deste animal
usado para analise SPR neste estudo.

Sangue foi coletado de um galo silvestre doente em 28 de
outubro de 1997. O plasma preparado deste sangue foi usado para andlise

neste estudo. Este animal morreu no dia seguinte. Fagotipo 507 de S.
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typhimurium foi isolado da ave morta.
Métodos

Um biossensor SPR (Biacore 3000) contendo um chip sensor
cujos canais de fluxo estavam revestidos com LPS de S. enteritidis, S.
livingstone, S. goldcoast e S. typhimurium, foi operado como descrito no
inicio. Amostras de plasma foram diluidas como descrito para os soros em

Exemplos 1 e 2 e analisadas.

Resultados e discussdo

A invengdo foi em primeiro lugar desenvolvida para aplicagdo
em cadeia alimentar para garantir a seguranga de alimento de origem animal
com respeito as contaminagdes de Salmonella. Contudo, o campo de
aplicabilidade foi testado com plasma coletado de duas espécies exdticas, a
saber um tucano (R. toco) e um galo silvestre (7. phasianellus), que foram
infectadas com S. #yphimurium como descrito pelos diagnésticbs
microbioldgicos classicos (comunizagdo pessoal com M. de Boer, Blijdorp
Zoo, Rotterdam). As fezes do tucano foram verificadas positivas cinco e dois
meses antes da amostragem de sangue e uma resposta humoral pdde
desenvolver no decorrer de um periodo de tempo relativamente longo. De
fato, a resposta de biossensor foi alta (Tabela 33). Comparada éom 0 soro

branco de galinhas SPF e com anti-soro padrdo (anti-sorogrupos A a S), a

~ reatividade com LPS de S. typhimurium foi dramaticamente alta (4185

unidades de resposta (RU)). Uma resposta também foi observada no canal de
S. enteritidis (1220 RU), que também foi observada para o soro de galinhas
elevadamente infectadas exclusivamente com S. typhimurium e esta de acordo
com a presenga de antigeno somatico )12 em ambos os sorovares e portanto
nos sorogrupos B e D (cf. Tabelas 1 e 3). Surpreendentemente, uma resposta
relativamente alta também foi observada no canal de S. goldgoast. Ndo pode
ser aqui excluido que esta ave foi infectada com multiplos sorovares de

Salmonella simultinea ou seqiiencialmente com S. typhimurium como a
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ultima infec¢do, incluindo uma infecg¢éo C,.

O plasma do galo silvestre ndo foi muito reativo com os tipos
de LPS diferentes, mas a reatividade foi em todos os casos maior do que
aquela do soro branco e sobre LPS de Sl e de St maior do que aquela do anti-
soro de referéncia (Tabela 33). Visto que as aves morreram rapidamente
desde a infecgdo, uma resposta humoral significativa contra os antigenos
selecionados provavelmente ndo foi totalmente desenvolvida e ndo detectada
pelo biossensor. Deve ser observado portanto que sorologia € ndo muito
adequada para diagnose em um nivel individual. Como evidenciado em
Swanenburg (Utrecht Thesis, Utrecht University, 2000), sorologia ¢, em
particular, adequada para avaliar o estado de Salmonella em um nivel de
populagdo.

Tabela 33. Resultados da analise de plasma coletado de um tucano e de um
galo silvestre que estavam infectados com S. typhimurium. Os resultados sdo

expressados em unidades de resposta relativa. Amostras foram analisadas trés

vezes.
Canal de Nivel de Soro de Anti- Plasma de Plasma de
fluxo imobiliza¢io de | galinhas SPF* sorogrupo B® tucano galo silvestre
revestido LPS de
com LPS de sondagem
Se 3241 17 (3) -3 (D) 1220 33 (1)
(304)
Sg 3354 9 (4) -8 (1) 492 59 (9)
(186)
S1 5241 6 (6) -29 (2) 58 (12) 89 (8)
St 2755 46 (6) 663 (33) 4185 73 (8)
(362)

* soro de galinhas livres de patdgeno especifico, i.e. soro branco

b

anticorpo monoclonal comercialmente disponivel reativo ao sorogrupo B de
Salmonella.

Exemplo 6

Detecgdo de bacteriofago Felix Ol (FOI1) por meio de sua ligagdo em LPS de
Salmonella LPS imobilizado sobre superficie de chip biossensor SPR
Objetivo

Para determinar a ligagdo do bacteriofago FOl em LPS
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imobilizado na superficie de biossensor
Abordagem

Para provar a ligagdo de bacteridfago Felix O1 (FOI, Felix
d'Herelle Reference Centre for Bacterial Viruses, Laval, Canad4) em LPS de
Salmonella, o bacteridfago foi diluido em HBSEP para obter uma série de
concentragdes. Estas amostras foram injetadas por 2 min no biossensor para
permitir ligacdo em LPS de S. nyphimurium, S. enteritidis, S. goldcoast e S.
livingstone, que foram cada um imobilizados separadamente em um canal de
fluxo individual do chip sensor.

Resultados -

Os resultados sdo sumariados na Fig. 11.

Embora uma concentragdo relativamente alta de bacteriéfago
fosse necessaria para obter uma resposta significativa, é evidente deste
experimento que 10° PFU de bacteriéfagos FO1/mL e maior ligaram em LPS
copulado nesta superficie de chip.

Exemplo 7

Detecgdo de bacteriofago FOI por meio de sua ligagdo em
LPS de S. typhimurium imobilizado sobre um biossensor SPR apos sua
incubagdo com S. typhimurium, S. enteritidis, S. goldcoast e S. livingstone
Objetivo

Para determinar a ligagdo de bacteriéfago FO1 em uma cultura
viva de Salmonella spp. em HBSEP.

Abordagem

Concentragdes diferentes de culturas de S. #yphimurium, S.
enteritidis, S. goldcoast, S. livingstone e meio branco foram misturadas por 5
min com 1,2x100° PFU de bacteriéfago FO1. Apds incubagio, as bactérias
foram centrifugadas e o sobrenadante foi analisado em Biacore com um chip

biossensor contendo LPS imobilizado de S. #yphimurium.
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Resultados

Com o objetivo de determinar respostas significativas, um
Valor' de corte foi estabelecido pelas leituras tomadas na média de meio
branco nio contendo Salmonella mas contendo 1,2x10° PFU de bacteridéfagos,
menos 3 vezes desvio padrdo. Aplicacdo deste valor foi descrito que
Salmonella deve estar presente em uma concentragdo de pelo menos 6x10°
CFU/mL, 3x10° CFU/mL, 4x10’ CFU/mL e 3x10* CFU/mL para S.
typhimurium, S. enteritidis, S. goldcoast, S. livingstone, respectivamente, para

dar uma resposta significativa (Figure 12).

" "Discussao

A velocidade de absor¢do de bacteridfago FOl para
Salmonella spp. provavelmente € dependente da acessabilidade de N-acetil-
glicosamina na regido de nucleo, o sitio de ligag:éd de FOI1 (Lindberg, 1977;
Lindberg e Holme, 19694ap11)).- Cadeias laterais-O longas e numerosas
ocorrendo na regido de polissacarideo do LPS de Salmonella selecionada
puderam, portanto, prejudicar a ligagdo de FOIl no analito. Portanto, ¢
esperado que bacteriofagos livres possuirdo uma capacidade de ligagdo
variavel em cepas de Salmonella e que a propagacdo do virus dependera
largamente do perfil molecular do LPS exposto.

Quando se imobilizam complexos de LPS-proteina na
superficie de um suporte solido para um método diagnostico, como descrito
na invengio, pode ser formada uma rede densa de ligantes. Na analise Biacore
apresentada, a densidade do complexo e o impedimento pelas proteinas
podem desempenhar um papel na diferenga observada na ligacdo de
bacteriofago em quatro tipos de LPS.

Deve ser observado que, como também discutido na inveng3o,
¢ esperada a oxidagdo de constituintes monossacarideo na regido de nucleo,
incluindo aquele de N-acetil-glicosamina. O ligante para o bacteriéfago €,

portanto, afetado e isto pode influenciar a sensibilidade do teste.
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Exemplo (sspi2) 8

Propagagdo de bacteriéfago FOl em cepas de Salmonella e de ndo-
Salmonella
Objetivo

A propagagdo de FOI ndo ¢é exclusiva em Salmonella spp.,
mas possivelmente também em cepas de ndo-Salmonella (3). Este estudo foi
iniciado para investigar a seletividade da proliferagdo do bacteriofago FOI.
Para este proposito, numerosos patdogenos de ndo-Salmonella de alimento

foram expostos ao bacteriofago FO1.

- Métodos

Sete cepas de ndo-Salmonella (Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Citrobacter,
Enterococcus feacalis, e Staphylococcus aureus) e sete cepas de Salmonella
(S. cholerasuis, S. berta, S. meleagridis, S. Agona, S. pullorum, S. Virchow e
S. enteritidis) foram crescidas em Caldod e Soja Triptona (Oxoid CM129).

Em t 0 horas, 1,2x10® PFU de FO1 (concentragdo final de
1xI0° PFU/mL) foram adicionados em todas as culturas. Cada hora uma
amostra foi retirada, e foram determinadas absorbancia em A 600 nm (Figs. 13
e 14), unidades de formagdo de placa bacteriana/mL (Figs.15 e 16) e, apos
concentragdo e troca de tampdo, ligagdo em St-LPS imobilizado sobre uma
superficie de chip sensor em um biossensor Biacore biossensor (Fig. 17).

Algumas bactérias de ndo-Salmonella, incluindo L.
monocytogenes, P. aeruginosa, E. faecalis e Staph. aureus, n3o mostraram
crescimento em cinco horas de cultura (Fig. 13). Estas bactérias obviamente
ndo foram carregadas nem infectadas pelo bacteriofago FOI, porque a
concentra¢do de bacteriéfagos ndo aumentou no decorrer do tempo e ficou
estacionaria em 1x10° PFU/mL (Fig. 15). Em contraste, todos os sorovares
Salmonella, exceto S. virchow, cresceram em cinco horas de incubagdo (Fig.

14). Esta cepa de S. virchow provavelmente foi lisada completamente pelos
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bacteriofagos em proliferagdo, porque um aumento claro na concentragdo de
bacteridfagos pode ser mostrado delx10° PFU/mL para 1x10'° PFU/mL (Fig.
16). Em um modo similar, bactérias S. berta e S. meleagridis mostraram, um
aumento de concentragdo de bacteriofagos. Contudo, estas bactérias, em
particular, S. berta mostraram crescimento bom (Fig. 14).

No contexto da invengdo, a ligagdo de bacteriofagos
propagados na superficie do sensor é de maior interesse. Para este proposito,
bacteridéfagos propagados em Salmonella foram concentrados, dialisados e
serialmente diluidos antes da analise por biossensor SPR (Fig. 17).
Surpreendentemente, concentragdes -de bacteriofago compardveis deram
respostas de biossensor diferentes dramdticas. Mais provavelmente fagos
foram perdidos, em particular durante etapa de concentragdo e dialise, durante
a prepara¢do de amostra. Contudo, as preparagdes de bacteridéfagos, que t€m
mostrado propagag¢do (cf. Fig. 16) deram respostas claramente mais altas do
que a da amostra branca, que continha apenas a concentracdo inicial de
bacteridfagos.

Conclusao

Estes experimentos mostraram que bacteriéfagos podem ser
usados como uma ferramenta analitica para detectar a presenga de Salmonella
em amostras e que LPS de Salmonella imobilizado em uma superficie solida
pode ser usado para sondar o increnﬁento dos bacteriéfagos como um
resultado de propagagdo do virus nas bactérias hospedeiras apds um periodo
de incubagio curto.

Exemplo 9

Imobilizagdo de LPS derivado de Salmonella sobre globulos fluorescentes
(luminex) e detecg¢do de anticorpos relatando uma infec¢do passada ou
corrente de Salmonella em varias amostras bioldgicasiaasi3)

0. ADVERTENCIA E PRECAUCOES DE SEGURANCA

Lipopolissacarideos sdo imundgenos potentes, que podem
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levar pessoas sensiveis a um choque séptico apés ingestdo ou inalagdo.
Precaug¢des devem ser feitas para prevenir o contato com este agentes
bioquimico.

Periodato de sodio é um agente oxidante e pode causar
explosdes quando contatado com agentes redutores.

O procedimento utiliza cianoboroidreto de sodio. O
procedimento deve ser portanto realizado com precaugdes tais como por
exemplo o uso de luvas de mdo e uma mascara. Usar esta substancia quimica
apenas em uma capela. O material € muito toxico para organismos aquaticos e
pode causar efeito adverso de longa duragdo em ambiente aquatico. O residuo
de solugio e de material deve ser disposto como um residuo perigoso.

1. INTRODUCAO

Dentre os componentes da estrutura antigénica do género
Salmonella, os antigenos somaticos sdo importantes como um instrumento
para tragar resposta imune em animais sob uma infecgdo invasiva deste
microorganismo. Antigenos somaticos estdo localizados sobre a parte de
polissacarideo do lipopolissacarideo (LPS), que ¢ um constituinte da parede
celular bacteriana. Apds extra¢do e isolamento do LPS de sorotipos de
Salmonella cuidadosamente escolhidos (cf. SOP CHEMIE/A21(aag14;), LPS
contendo antigeno € copulado covalentemente em globulos, que sdo
internamente codificados por uma mistura especifica de material fluorescente.
A plataforma de tecnologia explorada de Luminex pode identificar até 100
globulos diferentemente internamente codificados em um unico teste. Uma
espécie unica de globulos pode ser imobilizada com uma mistura de LPS
refletindo sorogrupos diferentes, ou espécies de glébulos diferentes podem
ser, cada uma, imobilizadas com LPS refletindo um sorogrupo ou sorovar
especifico unico do microorganismo patogénico. Os globulos contendo LPS
sdo incubados com materiais derivados de corpo, tais como sangue, plasma,

soro, suco/liquido extraido (drip) de carne, gema de ovo, leite etc., para
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permitir ligagdo de antigeno - anticorpo anti-Sal/monella. A ligagdo especifica
¢ detectada apés uma segunda incubagdo com anticorpos de imunoglobulina
fluorescentemente marcados em um dispositivo analisando simultaneamente
os comprimentos de onda de emissdo de globulos excitados e anticorpos
marcados. Apenas quando ambas as fluorescéncias do globulo e do anticorpo
sdo detectadas simultaneamente serd registrada uma resposta para uma
espécie de globulo especifica.

Este SOP descreve o método para oxidagdo, imobilizagdo de
LPS sobre globulos (Luminex) e um ensaio para avaliar a qualidade do
produzido.

2. ESCOPO E CAMPO DE APLICACAO

Para analisar fluidos bioldgicos, tais como amostras de soro de
galinha e porcos, para a presenga de anticorpos anti-Salmonella reagindo com
antigenos somaticos O3, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 010 e O12 refletindo uma
historia de infec¢do passada ou corrente de Salmonella de sorogrupos B, C, D
e E.

3. REFERENCIAS

Extragdo e isolamento de lipopolissacarideos de Salmonella
Spp-;

Imobilizagdo de LPS derivado de Salmonella sobre um chip
biossensor (biacore) e detecgdo de anticorpos de soro relatando uma infecgéo
passada ou corrente de Salmonella;

Otimizagdo da adig¢do de proteina em LPS para imobilizagéo e
deteccdo de anticorpos de soro; veja Exemplo 1.

4. DEFINICOES

¢ - concentragdo em % (m/v), % (v/v), mol/L. ou mmol/L. como

indicado.
5. LISTA DE ABREVIACOES
5.1 EDC, cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil)-carbodiimida
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5.2 LPS, Lipopolissacarideos
5.3 NaCl, Cloreto de sodio
5.4 NaOH, Hidréxido de sodio
5.5 NHS, N-hidroxi-succinimida
5.6 PBS, Solugdo salina tamponada com fosfato
5.7 Se, Salmonella enteritidis
5.8 Sg, Salmonella goldcoast
5.9 S|, Salmonella livingstone
5.10 Sm; Salmonella meleagridis
5.11. SOP, Procedimento operacional padrdo
5.12 St, Salmonella typhimurium
5.13 TCA, Acido tricloroacético
6. PRINCIPIO

LPS é oxidado na presenca de uma proteina facilitado por
periodato de sddio. A solugdo de LPS-proteina é dessalinizada usando uma
coluna NAP-5. Apds ativagdo dos grupos acido carboxilico na superficie dos
glébulos com o auxilio de cloridrato de 1-etil-3- (3-dimetil-amino-propil)-
carbodiimida - (EDC), N-hidréxi-succinimida (NHS) seguido por uma reagéo
com carbohidrazida, o complexo de LPS-proteina oxidado dessalinizado ¢
imobilizado na fase solida dos glébulos. LPS ligado € entdo estabilizado com
cianoboroidreto de sodio. Antes do uso rotineiro, o desempenho do LPS
conjugado em globulo para ligar anticorpos anti-Salmonella é avaliado
usando um painel de soros de aglutinagdo monoclonais de referéncia.
7. REACOES
7.1 OXIDACAO DE GRUPO CABOIDRATO

Periodato induzira uma disrupgdo oxidativa de ligagSes entre
cis-didis vicinais, em particular, grupos carboidrato, como em e.g. manose,
para dar funcionalidades aldeido, veja Figure 18. Esta reagdo € tipicamente

realizada em tampdes em uma faixa de pH entre 4,5 e 5,5 no escuro usando
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um meta-periodato de sédio 10-100 mM recém-preparado em acetato de sédio
0,1 M.

- NOTA 1: As posi¢des de conjugagdes indicadas na Figura 18,
para ligar o monossacarideo mostrado com os outros residuos de
monossacarideo em um polissacarideo, como em e.g. LPS, sdo aqui apenas
dadas como um Exemplo. R' e R indicam as posi¢des distal e proximal,
respectivamente, na cadeia de carboidrato. A oxidagdo de grupos hidroxila em
aldeidos pode se repetir dentro da cadeia de polissacarideo em cada
constituinte monossacarideo contendo didis vicinais suscetiveis.

NOTA 2: Periodato também oxidard, quando presentes, certos
6-amino-etanol-derivados tais como residuos de hidroxi-lisina em colageno,
bem como metionina (para seu sulfoxido) e certos tidis (normalmente para
dissulfetos). Em adigdo, residuos de serina e de treonina N-terminais de
peptideos e proteinas podem ser seletivamente oxidados por periodato a
grupos aldeido. Estas rea¢des, contudo, normalmente ocorrem em uma
velocidade menor do que a oxidagdo de didis vicinais.

7.2 CONJUNGACAO EM PROTEINA

Oxidagdo € realizada na presenga de uma proteina. Os
compostos de bis-aldeido, tais como os constituintes de monossacarideo
oxidados na cadeia de polissacarideo de LPS aqui, podem reagir com
qualquer grupo amino em uma proteina e podem formar uma ligagdo de base
de Schiff resultando em uma imina substituida. Veja Figura 19.

NOTA: A imina substituida estd estabilizada enquanto o
complexo estiver ligado na superficie do glébulo, por uma redugdo facilitada
pelo cianoboroidreto. Este tipo de esquema de reagdo ¢ conhecido como
aminagdo redutiva.

7.3 IMOBILIZACAO EM GLOBULOS FLUORESCENTES
Os glébulos marcados com acido carboxilico sdo ativados

usando cloridrato de N-etil-N’-(3-dimetil amino-propil)-carbodiimida (EDC)
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e N-hidroxi-succinimida (NHS). A ativagdo € seguida por uma reagdo com
carbohidrazida. As funcionalidades aldeido reativas reagem espontaneamente
com a hidrazida para dar hidrazonas, que s@o entdo reduzidas para estabelecer
as liga¢Ges covalentes. veja Figura 20.

NOTA: A proteina (R") transporta multiplos grupos -NH, e
pode portanto ser conjugada com multiplas entidades LPS oxidadas. Por outro
lado, a parte de polissacarideo em LPS pode transportar multiplos grupos
aldeido livres em uma tUnica molécula. Estes grupos aldeido podem serem
capturados parcial ou completamente pela camada de hidrazida sobre os
globulos. O resultado liquido pode ser uma rede complexa estavel de
proteina-LPS covalentemente ligada na superficie do globulo.

8. REAGENTES E MATERIAIS

No procedimento completo apenas reagentes de grau analitico
reconhecido e apenas agua destilada ou agua de pureza equivalente sdo
usados, a ndo ser que seja indicado de outro modo. Referéncia a uma
companhia é apenas para informagdo e identificagdo e ndo implica uma
recomendac¢do a ndo ser que assim declarado.

8.1 COMPOSTOS QUIMICOS

8.1.1 Acido acético (J.T. Baker, Deventer, Os Paises-Baixos)

8.1.2 Kit de copulagdo de amina (Biacore AB, Uppsala, Suécia) consistindo
de:

8.1.2.1. Frasco contendo 115 mg de N-hidroxi-succinimida (NHS)

8.1.2.2. Frasco contendo 750 mg de cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetil-amino-
propil)-carbodiimida (EDC)

8.1.2.3. Frasco contendo 10,5 mL, ¢ = 1 mol/L, cloridrato de etanol-amina -
hidroxido de sédio pH 8,5

8.1.3. Kit de calibragdo Bio-Plex (Bio-Rad, Veenendaal, Os Paises-Baixos)
8.1.4. Carbohidrazida, CN4HgeO (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Sui¢a)

8.1.5. Sal de sddio de carboxi-metil-dextrano (Fluka)
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8.1.6. Diidrogeno-fosfato de potassio (KH,PO,) (Merck, Darmstadt,
Alemanha)

8.1.7. Proclin 150 (Supleco, Bellefonte, PA, USA)

8.1.8. Anticorpos Monoclonais anti-antigenos O de Salmonella:

8.1.8.1. anti-O4 (SIFIN, Berlim, Alemanha)

8.1.8.2. anti-O5 (SIFIN)

8.1.8.3. anti-O61 (SIFIN)

8.1.8.4. anti-O7 (SIFIN)

8.1.8.5. anti-O8 (SIFIN)

8.1.8.6. anti-O9 (SIFIN)

8.1.8.7. anti-O10 (SIFIN)

8.1.9. LPS de Salmonella, LPS isolado em casa por extragdo em TCA (SOP
CHEMIE/A21) preparado de sorovares de bactérias Salmonella enteriditis
(Se), goldcoast (Sg), livingstone (Sl), meleagridis (Sm) e typhimurium (St)
com proteina (SOP CHEMIE/A23)

8.1.10. Ig-PE de ovelha anti-camundongo (Chemicon, Boronia, Victoria,
Australia)

8.1.11. Acetato de sodio tri-hidratado (J.T. Baker, Phillipsburgh, NJ, USA)
8.1.12. Cloreto de sdédio (Merck)

8.1.13. Cianoboroidreto de sédio (NaCNBHs;) (Fluka)

8.1.14. Hidrogeno-fosfato de dissddio (Na,HPO,) (Merck)

8.1.15. Hidréxido de sodio, ¢ = 50 mmol/L (Biacore)

8.1.16. m-periodato de sdédio (NalO,) (Sigma-Aldrich, Zwijndrecht, Os
Paises-Baixos)

8.1.17. Agua é obtida de um sistema de purificacdo de dgua Milli Q

8.2. SOLUCOES

8.2.1. Solugdo de acido acético, ¢ = 0,1 g/mL: Diluir 1 mL de acido acético
(8.1.1) com 9 mL de agua.

8.2.2. Solugdo tampdo acetato, ¢ = 10 mmol/L, pH 4,0: dissolver 0,272 g de
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acetato de sodio tri-hidratado (8.1.11) em 180 mL de 4gua e ajustar para pH
4,0 com acido acético (8.1.1) e completar para 200 mL com agua. Este
tamp3o € estavel por aproximadamente seis meses.

8.2.3. Solugdo de tampdo acetato, ¢ = 1,0 mol/l, pH 5,5: dissolver 13,6 g
acetato de sddio tri-hidratado (8.1.11) em 90 mL de agua e ajustar para pH 5,5
com 4cido acético (8.1.1) e completar para 100 mL. com 4gua. Este tampdo ¢
estavel por aproximadamente seis meses. 8.2.4. Solugdo de tampé@o acetato, ¢
= 100 mmol/L, pH 5,5: diluir 1,0 mL de solu¢do de tamp3o acetato, c = 1,0
mol/L1 (8.2.3) com 9,0 mL de agua.

8.2.5. Solugdo de carbohidrazida, ¢ = 100 mmol/L: dissolver 9,0 mg de
carbohidrazida (8.1.4) em 1.000 pL de agua.

8.2.6. Solugdo de cérbohidrazida, ¢ = 5 mmol/L: diluir 10 pLL de solugéo de
carbohidrazida (8.2.5) com 190 pL. de 4gua. Preparar imediatamente antes do
uso.

8.2.7. Solu¢do de EDC: reconstituir EDC (8.1.2.2.) em 10,0 mL de 4gua.
8.2.7.1. Fracionar aliquotas del00 pL desta solugdo (8.2.7) em tubo de
polietileno (9.15). Armazenar a -18°C ou em temperatura menor. As aliquotas
sdo estaveis por dois meses. Antes do uso: descongelar aliquotas congeladas e
agita-las cuidadosamente para garantir solugdes homogeéneas.

8.2.8. Solugdo de etanol-amina: pipetar 200 uL. de solugdo de etanol-amina de
¢ =1 mol/L (8.1.2.3) em um tubo de polipropileno (9.15)

8.2.9. Solug¢do de NHS: reconstituir NHS (8.1.2.1) em 10,0 mL de agua.
8.2.9.1. Fracionar aliquotas de 100 pL desta solugdo (8.2.9) em tubo de
polietileno(9.15). Armazenar a -18°C ou em temperatura menor. As aliquotas
sdo estaveis por dois meses. Antes do uso: descongelar aliquotas congeladas e
agita-las cuidadosamente para garantir solu¢des homogeéneas.

8.2.10. PBS (5.6), ¢ = 100 mmol/L, pH 7,2: dissolver 67,9 g de cloreto de
sodio (8.1.12), 14,7 g de hidrogeno-fosfato de dissddio (8.1.14) e 4,3 g de
diidrogeno-fosfato de potassio (8.1.6) em 1 L de agua (8.1.17).
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8.2.11. PBS, ¢ = 10 mmol/L, pH 7,2: diluir 100 mL de PBS 10 vezes
concentrado (8.2.10) em 1 L de agua (8.1.17).

8.2.12. Ig-PE anti-camundongo, pré-diluida: diluir conjugado fluorescente 5
vezes por misturagdo de 40 pL de Ig-PE anti-camundongo (0) com 160 pL de
PBS (8.2.11).

8.2.13. Cianoboroidreto de sédio, ¢ = 1.00 mol/L: dissolver 62,8 mg de
cianoboroidreto de sédio (8.1.13) em 1.000 pL de solucdo de acetato 10 mM
de pH 4,0 (8.2.2).

8.2.14. Cianoboroidreto de soédio, ¢ = 100 mmol/L: diluir 180 pL. de solugdo
de cianoboroidreto de sédio (8.2.13) com 1.620 pL de solugdo de acetato, ¢ =-
10 mmol/L, pH 4,0 (8.2.2). Preparar imediatamente antes do uso.

8.2.15. Hidréxido de sédio, ¢ = 5 mmol/L: Diluir 400 pL. de hidroxido de
sodio ¢ = 50 mmol/L (8.1.15) com 3,6 mL de agua em frasco de vidro (9.10).
8.2.16. Solugdo de m-periodato de sdédio, ¢ = 100 mmol/L: Adicionar 214 mg
de m-periodato de sédio (8.1.16) em 10,0 mL de agua (8.1.17).

8.2.17. m-Periodato de sodio ‘pronto para uso’: pipetar 100 plL de m-
periodato de sédio, c = 100 mmol/L1 (8.2.16) em um tubo de polipropileno de
1,4 mL (9.14) e secar com um evaporador centrifugo (9.4).

8.2.18. Solugdo de periodato de sédio, ¢ = 50 mmol/L: Dissolver periodato de
sddio ‘pronto para uso’ (8.2.17) em 200 pL de solugdo de acetato, c = 100
mmol/L de pH 5,5 (8.2.4). Preparar imediatamente antes do uso.

8.3. SOLUCAO DE REFERENCIA MONOCLONAL PADRAO

8.3.1. Anticorpo monoclonal concentrado anti-O5 de Salmonella (8.1.8.2):
diluir 5 pL de anti-O5 10 vezes pela adigdo de 45 pLL de PBS ¢ = 10 mmol/L,
pH 7,2 (8.2.11).

8.3.2. Anticorpo monoclonal anti-O5 de Salmonella: 7,5 pL. de anti-O5 (8.3.1)
10 vezes diluido pela adigdo de 67,5 ul. de PBS ¢ = 10 mmol/L, pH 7,2
(8.2.11).

8.3.3. Anticorpo monoclonal anti-antigenos O de Salmonella (8.1.8): diluir
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7,5 pL de cada anticorpo monoclonal (8.1.8.1, 8.1.8.3, 8.1.8.4, 8.1.8.5,
8.1.8.6, 8.1.8.7) com 67,5 uL de PBS (8.2.11) em uma placa de microtitulo
(9.20).

8.3.4. Anticorpos monoclonais trés vezes diluidos: adicionar 25 pL de solugdo
de anticorpo monoclonal (8.3.2 e 8.3.3) em 50 pL de PBS ¢ = 10 mmol/L, pH
7,2 (8.2.11) em cavidades de mesma placa de microtitulo (8.3.3)

8.3.5. Repetir etapa 8.3.4 duas vezes para obter anticorpos 9 e 27 vezes
diluidos em cavidades frescas da placa de microtitulo no caso de anti-O4,

anti-06, anti-O7, anti-O8, anti-O9 e anti-O10. No caso de anti-O5, estes

' fatores de diluicio foram de 90 e 270 vezes, respectivamente.

8.3.6 Remover 25 pL da solug@o mais alta (8.3.5).
8.3.7 As solugdes de anticorpo estdo agora prontas para uso.
NOTA: Os fatores de dilui¢do final s30100, 300, 900 e 2700 vezes no caso de
anti-O5, enquanto que nos outros casos os anticorpos foram finalmente
diluidos 10, 30, 90 e 270 vezes comparados com a preparagao original (8.1.8).
8.4. MATERIAIS AUXILIARES
8.4.1 Coluna NAP-5 (0,5 mL, Sephadex G-25, Amersham Biosciences).
8.4.2. Globulos-COOH (microesferas-COOH de 5,6 um) numeros 24, 25, 26,
27 e 28 misturados em mertiolate aquoso 0,01% em 1,25x10’ glébulos/mL
(BioRad).
9. EQUIPAMENTO E APARELHAGEM

Referéncia a uma companhia é apenas para informagéo e nédo
implica uma recomendago a ndo ser que enunciada. Aparelhagens e
equipamento equivalentes também podem ser apropriados.
9.1. Balanga analitica (tipo AE 240, Mettler, Zurique, Suica)
9.2. BioPlex 200 (Bio-Rad)
9.3. Camara de contagem Biirker-Tiirk (Mainit B.V., Wormer, Os Paises-
Baixos)

9.4. Evaporador centrifugo (Jouan, Saint-Herblain, Franca)
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'9.5. Pipeta Finn, 5-40 pL (Labsystems Oy, Helsinki, Finlandia)

9.6. Pipeta Finn, 40-200 pL (Labsystems Oy)

9.7. Pipeta Finn, 200-1000 pL (Labsystems Oy)

9.8. Pipeta Finn, 1- 5 mL (Labsystems Oy)

9.9. Tubo coletor de vidro, 5 mL, tampado (Renes, Zeist, Os Paises-Baixos)
9.10. Frasco de vidro de didmetro de 16 mm (Sarstedt B.V., Etten-Leur, Os
Paises-Baixos)

9.11. Gyro rocker SSL3 (Stuart, Barloworld Scientific Ltd. Stone,
Staffordshire, Reino Unido)

9.12. Laminulas de cobertura de vidro de microscopio (Chance Propper Ltd,

Smethwick, Warley, Inglaterra)
9.14. Miniagitador com cabega de copo de mitrotitulador (MS 1, Janke &
Kunkel, Staufen, Alemanha)
9.15. Tubo de polipropileno, didmetro de 7 mm, com tampas de pressdo
(Biacore)
9.16. Tubo de polipropileno, 1,4 mL (Micronic, Lelystad, Os Paises-Baixos)
9.17. Medidor de pH (tipo pH 537, WTW, Weilheim, Alemanha).
9.18. Banho de sonicagdo, Branson 2200 (Branson Ultrasonics B.V., Soest,
Os Paises-Baixos)
9.19. Distribuidor de vacuo, para operar vdarias colunas NAP-5
simultaneamente (tipo SPE-12G, com tampa(s) de PTFE, J.T.Baker).
9.20. Placa de poliestireno de microtitulo de fundo erh V, de formato de 96
cavidade (Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen, Alemanha) |
9.21. Misturador-Vértice (KS-I, Janke & Kunkel)
10. PROGRAMA DE COMPUTADOR

A aparelhagem BioPlex ¢ operada com Bio-Plex Manager
software 4.1.
11. PROCEDIMENTO
11.1. OXIDACAO E DESSALINIZACAO DE SOLUCAO DE LPS
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PRECAUCAO DE SEGURANCA:

Lipopolissacarideos sfo imundgenos potentes, que podem
trazer pessoas sensiveis para um estado de choque séptico apds ingestdo ou
inala¢do. Precaucdes devem ser feitas para se prevenir o contato com este
agente bioquimico. Periodato de sédio ¢ um agente oxidante e pode causar
explosdes quando contatado com agentes redutores fortes.

_ O procedimento utiliza cianoboroidreto de sodio. O
procedimento deve ser portanto realizado com precaugdes tais como por
exemplo o uso de luvas de méo e uma mascara. Usar esta substancia quimica
apenas em uma capela. O material é muito t6xico para organismos aqudticos e
pode causar efeito adverso de longa duragdo em ambiente aquatico. O residuo
de solugdo e de material deve ser disposto como um residuo perigoso.

11.1.1. OXIDACAO

11.1.1.1. Adicionar 500 pL de tampdo acetato, ¢ = 100 mmol/L, pH 5,5
(8.2.4) em LPS seco (8.1.9); veja precaugdo de seguranca)

11.1.1.2. Agitar com Vértice (9.21) a solugdo (11.1.1.1) e sonicar (9.18) por
20 min e observar o processo de reconstituigdo de modo que todo o LPS seja
dissolvido.

11.1.1.3. Adicionar 20 pL de solugdo de periodato ¢ = 50 mmol/L (8.2.18) na
solugdo de LPS (11.1.1.2)

11.1.1.4. Agitar com Vortice (9.21) a solugdo (11.1.1.3)

11.1.1.5. Incubar sobre gelo por 40 min protegido da luz.

11.1.1.6 Interromper a oxidagfo por dessalinizagdo da solugdo (11.1.1.4)
como descrito em 11.1.2

11.1.2. DESSALINIZACAO

11.1.2.1. Posicionar a(s) coluna(s) NAP-5 (8.4.1) no distribuidor (9.19).
11.1.2.2. Condicionar a(s) coluna(s) (11.1.2.1) por passagem de trés porg¢des
de 3 mL de tampdo acetato ¢ = 10 mmol/L, pH 4,0 (8.2.2) sobre o leito de

coluna em um fluxo gerado apenas por gravidade. Permitir que o tampéo
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entre completamente no leito de gel.

11.1.2.3. Pipetar 0,5 mL de solugdo de LPS oxidado (11.1.1.5) para a coluna.
Permitir que a amostra entre completamente no leito de gel. O fluxo através
da coluna n#o é coletado.

11.1.2.4. Eluir LPS oxidado com 1 mL de tampé&o acetato ¢ =10 mmol/L, pH
4,0 (8.2.2). Coletar eluato em um tubo de vidro de 5 mL (9.9).

11.1.2.5. Agitar com vértice (9.21) a solugdo (11.1.2.4) por 10 s e adicionar 2
uL de Proclin 150 (8.1.7).

11.1.2.6.Quando ndo usadas imediatamente (11.1.2.5) armazenar as amostras

~ade4°Ca7°C.

11.1.2.7. Antes da imobilizacdo, a solug¢do contendo LPS (11.1.2.5) que pode
ser usada para diferentes aplicagdes de espécies e matriz de gel € diluida
como indicado nas seguintes Tabelas 34 e 35.

Tabela 34. Quantidade de solugdo de LPS usada para imobilizar globulos

para deteccdo de anticorpos em antigenos O de Salmonella em soros de suino

Tipo de Solugéo de estoque de Volume adicionado de tampio
LPS (8.1.9) | LPS (11.1.2.6) em pL acetato, pH 4,0 (8.2.2) em pL
Se 75 225
Sg 75 225
Sl 75 225
Sm 75 225
St 75 225

Tabela 35. Quantidade de solu¢do de LPS usada para a imobilizacdo em
globulos fluorescentes para a deteccdo de anticorpos em soros de galinha

reagindo com antigenos O de Salmonella.

Tipo de Solugio de estoque de Volume adicionado de tampio
LPS LPS (11.1.2.6) em pLL acetato, pH 4,0 (8.2.2) em pL
(8.1.9)
Se 150 150
Sg 150 150
S1 150 150
Sm 150 150
St 150 150

11.2. IMOBILIZACAO DE LPS EM GLOBULOS

11.2.1. Globulos (8.4.2) sdo misturados com Voértice minimamente por 1
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minuto.

11.2.2. Transferir uma porg¢do de 300 pL de globulos (11.2.1) em um
recipiente novo (9.16).

11.2.3. Centrifugar a 14.000 g por 5 min.

11.2.4. Remover o sobrenadante cuidadosamente dos globulos usando uma
pipeta de 200 pL (9.6).

11.2.5. Deixar uma quantidade pequena de solugdo (10 pL) no frasco e
misturar os globulos na solugdo restante sobre um misturador de vortice
(9.21).

11.2.6. Descongelar duas porgdes de 100 pL. de EDC (8.2.7.1)

11.2.7. Descongelar duas porgdes de 100 pL de solugdo de NHS (8.2.9.1).
11.2.8 Misturar 180 pL. de EDC (11.2.6) e 180 pL de NHS (11.2.7).

11.2.9. Transferir 300 puL. de mistura de EDC/NHS (11.2.8) nos glébulos
(11.2.4) e suspender vigorosamente usando uma pipeta.

11.2.10.Facilitar a reagdo em um gyro rocker (9.11) por 20 min.

11.2.11. Centrifugar a 14.000 g por 5 min.

11.2.12. Cuidadosamente remover o sobrenadante dos glébulos, deixar um
volume pequeno (ca. 10 pL) sobre o topo de pelota e globulos suspensos
usando o misturador de vértice (9.21).

11.2.13. Adicionar 300 pL de solugdo de carbohidrazida 5 mM (8.2.6) nos
globulos (11.2.12) e suspender vigorosamente usando uma pipeta.

11.2.14. Facilitar a reagdo em um gyro rocker (9.11) por 20 min. |

11.2.15. Centrifugar a 14.000 g por 5 min, remover sobrenadante dos
glébulos, deixar um volume pequeno (ca. 10 pL) sobre o topo de pelota e
globulos suspensos usando misturador de vortice (9.21).

11.2.16. Adicionar 300 uL de solugéo de etanol-amina 1 M (8.2.8) nos
glébulos (11.2.15) e suspender rigorosamente usando uma pipeta.

11.2.17. Facilitar a rea¢do em um gyro rocker (9.11) por 20 min.

11.2.18. Centrifugar a 14.000 g por 5 min, remover sobrenadante dos
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globulos, deixar um volume pequeno (ca. 10 pL) sobre o topo de pelota e
glébulos suspensos usando um misturador de vortice (9.21).

11.2.19. Adicionar 300 pL de LPS oxidado diluido em acetato de sodio ¢ = 10
mmol/L de pH 4,0 (11.1.2.7) e suspender rigorosamente usando uma pipeta.
11.2.20. Permitir a reagdo em um gyro rocker (9.11) por 90 min.

11.2.21. Centrifugar a 14.000 g por 5 min, remover o sobrenadante dos
globulos, deixar um volume pequeno (ca. 10 pL) sobre o topo de pelota e
glébulos suspensos usando misturador de vortice (9.21).

11.2.22. Adicionar 300 puL de solugdo de cianoboroidreto de sédio ¢ = 100
mmol/L (8.2.14) e suspender rigorosamente usando uma pipeta.

11.2.23 Facilitar a reagdo em um gyro rocker (9.11) por 60 min.

11.2.24. Centrifugar a 14.000 g por 5 min e cuidadosamente remover o
sobrenadante dos globulos, deixar um Volume.pequeno (ca. 10 pL) sobre o
topo de pelota e globulos suspensos usando misturador de vortice (9.19).
11.2.25. Adicionar 300 uL de PBS (8.2.11).

11.2.26. Adicionar 1 pL de Proclin 150 (8.1.7) e misturar a suspenséo.

11.2.27 Os glébulos estdo prontos para testar anticorpos contra Salmonella em
materiais bioldgicos.

11.2.28. Contagem de globulos copulados com LPS

11.2.28.1.Misturar com vortice suspensdes de globulos copulados com LPS
(11.2.25) e transferir 1 pL em um tubo de 1 mL novo (9.15)

11.2.28.2. Diluir pela adi¢do de 24 pL. de PBS ¢ = 10 mmoM, pH 7,2 (8.2.11)
e misturar.

11.2.28.3 Os suportes externos de uma cdmara de contagem Biirker-Tirk
(9.3) sdo para serem umedecidos com agua milliQ (8.1.17) e a laminula de
cobertura de vidro (9.13) € cuidadosamente empurrada para cima da cdmara
de contagem a partir da frente.

11.2.28.4 Encher uma pipeta com 20 pL de solugdo de gloébulo (11.2.28.2),

cuidadosamente formando uma gota na ponta da pipeta.
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11.2.28.5 Esta gota (11.2.28.4) é para ser posicionada entre a laminula de
cobertura de vidro e a cAmara de contagem.

11.2.28.6 Como um resultado do efeito capilar o vazio entre a laminula de
cobertura de vidro e a base da cdmara € preenchido. Antes de a solugéo de os
globulos poderem transbordar nas bordas da se¢do da cimara, a ponta da
pipeta tem que ser removida. Se algumas bolhas de ar forem visiveis ou se o
liquido tiver transbordado sobre as bordas para dentro dos sulcos, a cdmara
tem que ser limpa e a alimentag@o tem que ser repetida.

11.2.28.7 Posicionar a camara de contagem cheia sob um microscépio (9.12)
para magnificar a imagem com uma objetiva de 10x.

11.2.28.8 A contagem deve ser iniciada no canto esquerdo superior e seguir a
direcdo mostrada pela seta (Figura 23, painel inferior). Contagem pode ser
intensificada com iluminag¢do do microscépio reduzida.

11.2.28.9 Contar o nimero de glébulos em 16 quadrados (Figura 23, painel
superior) dentro de cada area de linha espessa (veja Figura 24).

11.2.28.10 Notas sobre a contagem:

11.2.28.10.1 Usar iluminag@o de microscépio reduzida para todas as camaras.

11.2.28.10.2 A diferenga das células de contagem nos quadrados grandes e
nos quadrados de grupo ndo pode ultrapassar 10 células.

11.2.28.10.3 Checagens duplas tém que ser realizadas em todas as contagens
de células. Apds contagem das duas malhas de contagem a malha de
contagem inferior € para ser contada na mesma maneira como uma checagem.
Quando isto € feito deve ser garantido que a cdmara ndo seque. Isto pode ser
evitado pelo enchimento da cdmara inferior apenas imediatamente antes da
contagem e contando ap6s o tempo de sedimentagdo.

11.2.28.10.4 A diferenca entre os totais das contagens para as duas malhas de
contagem ndo deve ultrapassar 10 células. O valor médio das contagens é
entdo usado na férmula de calculo ou multiplicado pelo fator correspondente.

11.2.28.11 Multiplicar o nimero contado (11.2.28.9) pelo fator de diluicdo
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(25 x) dividido pela area contada (1 mm®) multiplicada pela profundidade da
cdmara para calcular a concentragio de gldbulos por mL.
11;3. DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-SALMONELLA

Nota: Garantir que todos os reservatorios de solvente e de
reagente contenham volume suficiente para operacdo completa do método
ante de iniciar o ensaio.
11.3.1. Tornar a aparelhagem BioPlex (9.2) operacional por uma etapa de

aquecimento a laser de 30 minutos, seguida por um procedimento de inicio e

* calibragdo com solventes de calibragdo apropriados (8.1.3) de acordo com o

guia rapido.

11.3.2. Misturar e diluir os globulos revestidos com LPS (11.2.26) com PBS ¢

= 10 mmol/L, pH 7,2 (8.2.11) de modo que a concentragdo de cada glébulo

iguale 5.000 por mL.

11.3.3. Transferir 50 pl. de mistura de globulos (11.3.2) em uma placa de

microtitulo j4 cheia com anticorpo monoclonal anti-antigenos O diluidos

(8.3.7).

11.3.4. Incubar por 30 min em um agitador de placa de microtitulo (9.14).

11.3.5. Adicionar 10 pL de Ig-PE anti-camundongo 5 vezes diluida (8.2.12).

11.3.6. Incubar por 15 min em um agitador de placa de microtitulo (9.14).

11.3.7. Nota em registro de cavidades de amostra e seus conteudos.

11.3.8. Posicionar a placa em BioPlex (9.2), ajustar tempo de contagem

maximo em 120 s e contar pelo menos 50 glébulos por grupo de LPS.

11.3.9. Ativar o programa software para contar a fluorescéncia de glébulos,

que haviam capturado anticorpos (fluorescentes).

Para uma representagdo esquematica do procedimento veja a Figura 21.
Respostas tipicas de anticorpos monoclonais contra

Salmonella sdo apresentadas na Tabela 36.

Tabela 36. Respostas tipicas de soros de referéncia incubadas com glébulos

revestidos com LPS e um anticorpo fluorescente secundario proporcionando o
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sinal. ,
LPSB LPS C, LPS C; LPSD
anti-O4 305 76 95 88
anti-O5 6398 78 91 79
anti-O7 86 174 91 98
anti-O8 90 86 1668 91
anti-0O9 82 81 82 145
Exemplo 10

OXIDACAO BRANDA POR PERIODATO

O sucesso da ligagdo final de anticorpos anti-Salmonella, e
portanto a seleg@o de infecg¢des invasivas no animal, é muito dependente da
oXidac;éo dos constituintes monossacarideo da parte de polissacarideo de LPS,
e da parte de oligossacarideo da regido de nucleo de LPS. Pode ser deduzido
das estruturas descritas para sorotipos diferentes de e.g. Salmonella que
oxidacdo pode acarretar uma quebra das estruturas antig€nicas, que sdo, em
particular, parte da parte de polissacarideo de LPS.

Enquanto que a oxidag¢do de hexitdis ocorre rapidamente,
piranosideos, que sdo predominantemente ocorrentes em LPS de Salmonella,
necessitam de uma concentragdo mais alta de periodato para facilitar a
oxidagdo ao mesmo tempo. Piranosideos, que possuem grupos a-eritro-
hidroxila, tais como configuragdes arabino, galacto ou mano como em LPS de
Salmonella spp., sdo mais facilmente oxidados do que os grupos a-treo-
hidroxila, tais como variantes xilo ou glico. Deve ser realizado que quando 0
anel é aberto e fungdes aldeido para ligagdo de e.g. moléculas de proteina sdo
criadas, também podem ser criados compostos a-hidroxi-carbonilados, que
podem oxidar de novo se periodato ainda estiver presente. Por isso, sdo
aqueles monossacarideos ndo-conjugados, que deste modo ndo sdo parte de
um oligo ou polissacarideo, que sdo completamente destruidos por uma
oxidagdo por periodato a acido férmico e formaldeido em concentragdes
suficientemente altas do oxidante. Em concentragdes relativamente altas de
periodato, 1,3-dicetonas e também didis di-axiais podem ser oxidados. Uma

reagdo de oxidagdo ou decomposi¢do mais do que apenas a criagdo de grupos



10

15

20

25

110

aldeido acarretaria, por conseguinte, uma falha na detec¢do de uma infecgéo
em uma amostra de material biolégico a despeito de uma reagdo de copulagio
boa em uma fase solida suportada pela presenca de uma molécula contendo
poliamina, tal como uma proteina. Em outras palavras, uma reagdo branda de
periodato é necessdria para deixar a estrutura antigénica intacta, mas apenas
suficiente para permitir uma copulagdo entre proteina e a fase sélida.
RESULTADOS

LPS de Se, Sg, Sl e St foi oxidado por 40 min em pH 5,5
usando uma faixa de concentra¢des de m-periodato de sédio. Apds oxidagdo,
LPS foi c¢opulado em uma superficie de biossensor e eficiéncia de
imobiliza¢do e atividades antigénicas foram monitoradas.

Da Fig. 25 é ébvio que um grau de oxidacdo maior de LPS de
S. enteritidis ocasionou um nivel de revestimento maior correspondente no -
chip biossensor. Contudo, a despeito dos niveis de imobilizagdo mais altos, a
resposta da sondagem de anticorpo diminui como demonstrado nas Figs. 26 e
27. Para este tipo de LPS foi determinada uma concentracdo de periodato
6tima del,8 mM.

Em uma maneira similar, os efeitos de oxidagdo sobre a
imobilizacdo e a atividade antigénica de LPS de S. goldcoast foram testados
(Figs. 28 e 29). Um 6timo idéntico para a concentracdo de periodato de sédio
verificado foi de 1,8 mM. Resultados similares foram obtidos para S.
livingstone (Figs. 30 e 31). Aqui também foi Veriﬁcado um o6timo de m-
periodato del,8 mM.

Exemplo 11
Extragdo de lipopolissacarideos de Salmonella spp.
ADVERTENCIA E PRECAUCOES DE SEGURANCA

Salmonella spp., que sdo usadas neste método de extragdo para

obter lipopolissacarideos (LPS), pertencem aos microorganismos de classe de

risco 2. Microorganismos de classe de risco 2 sdo descritos como segue:
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podem induzir doengas como diarréia e febre, mas disseminagdo da doenga ¢
improvavel e ha profilaxias efetivas e tratamento possivel. O procedimento
quando se trabalha com bactérias vivas deve ser portanto realizado com
precaugdes como desinfec¢do de méaos e de equipamento, com etanol 70%. O
residuo de Salmonella spp. viva deve ser destruido ou disposto em autoclave
ou como residuo bioperigoso, respectivamente.

Compostos de LPS sdo elevadamente pirogénicos e podem
causar febre. Para evitar ingestdo, tratar solugdes aquosas de LPS com
cuidado e usar uma mascara quando se trabalha com material sélido. Se
‘qualquer um destes compostos entrar na corrente sanguinea, procurar
imediatamente atendimento médico.

0. INTRODUCAO |

Salmonella é uma bactéria gram-negativa, € sua membrana
externa consiste de varias estruturas antigé€nicas, incluindo flagelos, proteinas
de membrana externa e lipopolissacarideos (LPS). A molécula de LPS
consiste de uma parte denominada de lipideo A, que estd embebida no foliolo
da membrana externa, uma regido de nucleo e polissacarideo. A regido de
nicleo é composta de duas ou trés hexoses e dois ou trés residuos de
monossacarideos negativamente carregados, de oito carbonos KDO. A regido
de nucleo liga o lipideo A nos polissacarideos, que também € conhecia como
a cadeia lateral O. Esta cadeia lateral O € elevadamente variavel com respeito
ao seu comprimento e a sua composi¢do entre as cepas, mas também dentro
de uma cepa influenciada pelas condi¢des de crescimento da Salmonella.
Apesar da variagdo, estruturas antigénicas codificadas no PS séo Unicas para
um certo sorovar de Salmonella. De fato, estruturas antigénicas O3, O4, O6/7,
08, 09, 010 e O12 representam aproximadamente 90% dos sorovares de
Salmonella conhecidos em produtos porcinos, em particular, de abatedouros
holandeses.

Para detectar uma resposta humoral antigenos O como uma
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indicagdo de uma exposi¢do de animais de fazenda a Salomonella, LPS pode
ser usado para sondar a ligagdo de anticorpos produzidos nestas biomolécula.
Para este proposito, pode ser extraido LPS de S. typhimurium (O4, OS5, 012),
S. enteritidis (09, 012), S. livingstone (06/07), S. goldcoast (06, O8) e S.
meleagridis (03, 010).

Uma extragdo feita em casa é muito importante porque LPS de
apenas um numero limitado de sorovares de Salmonella esta comercialmente
disponivel. Em adig@o, a produg@o em casa pode garantir uma disponibilidade
continua de tipos de LPS para um ensaio de deteccdo de anticorpo bem
sucedido. O método de extragdo em casa aqui descrito para este propdsito, €
baseado em um protocolo descrito por Staub (0). Extratos em acido tricloco-
acético (TCA) de LPS contendo 1-10% de contaminag¢do de proteina. Este
produto € adequado para imobilizagdo covalente de LPS em uma camada de
dextrano carboximetilado revestida sobre uma superficie metalica de ouro de
um chip biossensor (veja SOP CHEMIE/A22 (Exemplo 12)). Este chip
imobilizado com LPS, em combinag¢do com um sistema de SPR de biossensor
optico Biacore, pode ser usado para rastrear anticorpos contra LPS de
Salmonella em soros também conhecido como sorologia.

1. ESCOPO E CAMPO DE APLICACAO

Este. método descreve a extragdo de LPS de varios sorovares

- de Salmonella com o uso de acido tricloro-acético. LPS extraido é adequado

para modificagdes para facilitar sua imobilizagdo sobre uma superficie de
dextrano carboximetilado.

2. REFERENCIAS

Staub, A.M., Methods in Carbohydrate Chemistry, 5, 92 (1965)

SOP Chemie/A22: Imobilizagdo de LPS derivado de Salmonella sobre um
chip biossensor (Biacore) e deteccdo de anticorpos de soro relatando uma
infecgdo presente ou passada de Salmonella (Exemplo 12).

SOP Chemie/A23: Optimizagdo de adigdo de proteina em LPS para
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imobilizagdo e detecgdo de anticorpos de soro (Exemplo 13).
3. DEFINICOES

¢ = concentragdo em % (m/v), % (v/v), mol/L ou mmol/L
como indicado.
4. LISTA DE ABREVIACOES
4.1 BGA: Agar verde brilhante
4.2 BHI: Infusdo de cérebro e coragdo
4.3 BHIa: Agar de infusio de cérebro e coragéo
4.4 LPS: Lipopolissacarideos
4.5 NB: Caldo nutriente
4.6 NaCl: Cloreto de sédio
4.7 NaOH: Hidréxido de sédio
4.8 TCA: Acido tricloro-acético
5. PRINCIPIO

Lipopolissacarideos (LPS) sdo produzidos por extracdo de
Salmonella com o auxilio de acido tricloro-acético (TCA). Salmonella é
cultivada sobre e coletada de placas de agar de infusdo de cérebro e coragéo.
Apos vérias etapas de lavagem com uma solugdo salina e varias etapas de
centrifugacdo, TCA ¢ adicionado. A suspensﬁé acidulada ¢ incubada em
temperatura baixa por trés horas para solubilizar LPS das células bacterianas.
A suspensdo ¢ centrifugada para remover material celular e o pH €
neutralizado. LPS ¢é entdo parcialmente purificado e concentrado por
precipitagdo em etanol em temperatura baixa. Finalmente, sais e etanol séo
removidos por dialise, e particulas restantes na solugéo contendo LPS retido
sdo decantados por centrifugacdo. O sobrenadante € liofilizado e pesado para
determinar a recuperagdo de LPS produzido.
6. REAGENTES E MATERIAIS

Durante o procedimento, a ndo ser que seja enunciado de outro

modo, s3o usados apenas reagentes de grau analitico reconhecido e apenas
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agua destilada ou agua de pureza equivalente. Referéncia a uma companhia ¢
apenas para informagdo e identificagdo e ndo implica uma recomendagéo a
ndo ser que seja enunciado de outra maneira.

6.1 Compostos quimicos

6.1.1 Agar verde brilhante (Oxoid, Basingstroke, Inglaterra, CM329)

6.1.2 Infusdo de cérebro e coragdo (Oxoid, CM225)

6.1.3 Agar de infusdo de cérebro e coragdo (Oxoid, CM375)

6.1.4 Etanol, absoluto (Merck, Darmstadt, Alemanha, 1.00983.2500)

6.1.5 Glicerol 87% (Merck, 1.04091.1000)

6.1.6 Caldo nutriente No. 2 (Oxoid, 67)

6.1.7 Cloreto de sodio (Merck, 1.06404.1000)

6.1.8 Hidroxido de sodio (Merck, 1.06498.1000)

6.1.9 Etileno-glicol (Merck, 9621.2500))

6.1.10 Acido tricloco-acético (Merck, 1.00807.0250)

6.1.11 Agua foi obtida de sistema de purificagdo Milli Q (8.24)

6.2 Soros de aglutinac¢do de Salmonella

6.2.1 anti-O4 (Pro-Lab diagnostics, Salmonella Reference Section of the
Central Veterinary Laboratory, Weybridge, Gra-Bretanha)

6.2.2 anti-OS5 (Pro-Lab diagnostics)

6.2.3 anti-O6,7 (Pro-Lab diagnostics)

6.2.4 anti-O8 (Pro-Lab diagnostics)

6.2.5 anti-O9 (Pro-Lab diagnostics)

6.2.6 anti-O12 (Pro-Lab diagnostics)

6.2.7 anti-O Poly A-S (anti-soros para grupos A até S) (Pro-Lab diagnostics)
6.2.8 anti-O Poly E (anti-soros para fatores O3, 010, O15, O19, O 34) (Pro-
Lab diagnostics)

6.3 Cepas bacterianas

6.3.1 Salmonella enteritidis (#23, fago tipo 1 cepa RIVM, Os Paises-Baixos;
90-16-706)
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6.3.2 Salmonella goldcoast (Division's working bank, Utrecht University, Os
Paises-Baixos)
6.3.3 Salmonella livingstone (Division's working bank)
6.3.4 Salmonella melaegridis (Division's working bank)
6.3.5 Salmonella typhimurium X-193 (ASG, Lelystad)
6.4 Reagentes
A ndo ser que seja enunciado de outro modo, todos os meios
preparados podem ser armazenados por 3 meses a 2- 8°C. |
Apébs dispensagdo de meio de agar em placas de Petri, as
placas sdo esfriadas na temperatura ambiente. Ap6s endurecimento do 4gar, as
placas sdo invertidas e secas na temperatura ambiente por dois a trés dias
sobre o topo da bancada. |
6.4.1 Placas de agar verde brilhante (BGA): suspender 52 g de BGA (6.1.1)
em 1,0 L de 4gua (6.1.11). Ferver para dissolver o meio corripletamente.
Misturar bem e dispensar por¢des de 15 mL em placas de Petri (7.29).
6.4.2 Caldo de infusdo de cérebro e coragdo (BHI): dissolver 37 g de caldo
BHI (6.1.2) em 1,0 L de agua (6.1.11). Misturar bem, distribuir para
recipientes finais e esterilizar em autoclave a 121°C por 15 min.
6.4.3 Agar de infusdo de cérebro e coragio (BHIa): suspender 47 g de 4gar
BHI (6.1.3) em 1,0 L de &agua (6.1.11). Ferver para dissolver o meio
completamente. Misturar bem e dispensar por¢des del5 mL em placas de
Petri (7.29).
6.4.4 Solugdo de esfriamento: misturar 1,0 L de etileno-glicol (6.1.9) com 3 L
de 4gua (7.1.11)
6.4.5 Etanol frio em congelador: armazenar 1 L de etanol (6.1.4) em um
congelador (-18°C) (7.17)
6.4.6 Glicerol 87% estéril: esterilizar em autoclave 50 mL de glicerol (6.1.5) a
121°C por 15 min.
6.4.7 Caldo nutriente (NB): dissolver 25 g NB (6.1.6) em 1,0 L de 4gua
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(6.1.11). Misturar bem, distribuir em frascos de 100 mL e esterilizar em
autoclave a 121°C por 15 min.
6.4.8 Solugdo salina (¢ = 0,9% (m/v)): dissolver 9 g de cloreto de sodio
(NaCl) (6.1.7) em 1,0 L de agua (6.1.11). Antes do uso, esfriar a solugéo
salina duranté a noite em um refrigerador.
6.4.9 Solugdo de acido tricloco-acético (TCA), ¢ = 0,25 mol/L: dissolver 40,8
g de TCA (6.1.10) em 1,0 L de 4gua (6.1.11).
6.4.10 Solugdo de acido tricloco-acético (TCA), ¢ = 0,50 mol/L: dissolver
81,7 gde TCA (6.1.10) em 1,0 L de 4gua (6.1.11).
6.4.11 Solugdo de hidréxido de sdédio (NaOH), ¢ = 5,0 mol/L: dissolver 40 g
de NaOH (6.1.8) em 200 mL de agua (6.1.11).
6.4.12 Solugdo de hidréxido de sédio (NaOH), ¢ = 0,10 mol/L: diluir 1,0 mL
¢ =5 mol/L de NaOH (6.4.11) em 49,0 mL de agua (6.1.11).
7. EQUIPAMENTO E APARELHAGEM

Referéncia a uma companhia é apenas para informagdo e
identificacdo e ndo implica uma recomendagdo a ndo ser que assim
enunciado. Aparelhagem e equipamento equivalentes também podem ser
apropriados.
7.1 Balanca analitica (tipo AE240, Mettler, Zurique, Suica), faixa de pesagem
0-40 g (SOP CHEMIE/011)
7.2 Balanga (tipo MC1 LC2000P, Sartorius Instrumenten BV, Nieuwegein, Os
Paises-Baixos)
7.3 Centrifuga de velocidade alta (T-124 Centrikon, Kontron, Zurique, Suica)
7.4 Centrifuga de supervelocidéde (RC-5B, Sorvall, Newton, Connecticut,
USA)
7.5 Tubos de polipropileno de centrifuga, para Centrikon 290 mL (253483,
Beun de Ronde, Abcoude, Os Paises-Baixos)
7.6 Tubos de centrifuga para rotor SM-24, Sorvall (Sorvall)
7.7 Tubos codnicos (50 mL) (Cellstar 210261, Greiner bio-one, Alphen a/d
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Rijn, Os Paises-Baixos)

7.8 Tubos conicos (15 mL) (Cellstar 188271, Greiner bio-one)

7.9 Tubos criogénicos (1.8 mL) (Cryo's 122261, Greiner bio-one)

7.10 Grampos para membrana de didlise (Part#CB-1050, Cellu Sep,
Membrane Filtration Products Inc., Seguin, Texas, USA) Gra-Bretanha

7.11 Tubulagdo de dialise Spectra/Por MWCO 1000 (Spectrum Laboratories
Inc., Rancho Dominguez, California, USA)

7.12 Pipeta Finn, 200-1000 pL (Labsystems Oy, Helsinque, Finléndia)

- 7.13 Pipeta Finn, 40-200 pL (Labsystems Oy, Helsinque, Finlandia)

7.14 Pipeta Finn, 5-40 plL (Labsystems Oy, Helsinque, Finlandia)

7.15 Aparelhagem de secagem a seco (7570001, Labconco Corporation,
Kansas City, Missouri, USA)

7.16 Congelador -18°C, faixa de congelamento entre -16°C e -25°C (Elbanton,
Kerkdriel, Os Paises-Baixos)

7.17 Congelador -80°C (U57085 Classic, New Brunschwick Scientific BV,
Nijmegen, Os Paises-Baixos)

7.18 Bécher de vidro, 15 L (Schott-Duran, Omnilabo International BV, Breda,

Os Paises-Baixos)

7.19 Laminas de vidro (AAOOOOO 102E, Menzel-Glaser, Braunschweig,

Alemanha)

7.20 Banho de sal e gelo: misturar aproximadamente 150 g de NaCl (7.1.7)
com 3 L de gelo triturado apos adi¢cdo de 150 mL de 4gua de torneira

7.21 Incubadora a -4°C feita em casa (temperatura medida de liquido de
contato em extrato de LPS precipitado em etanol (9.3.37), aproximadamente
1°C)

7.21.1 Refrigerador de circulagdo; temperatura de ajuste de -4°C (WK230,
Lauda, Lauda- Konigshofen, Alemanha)

7.21.2 Nucleo de esfriamento central PROTEAN II (165-1806, BioRad

laboratories BV, Veenendaal, Os Paises-Baixos)
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7.21.3 Caixa de poliestireno & tigela interna plastica de encaixe

7.21.3.1 Sistema inteiro (8.22.1, 8.22.2) foi cheio com solugio de esfriamento
(7.4.4)

7.22 Agitador magnético (EM3300T, LaboTech B.V., Ochten, Os Paises-
Baixos)

7.23 Sistema de purifica¢do de agua Milli Q (Millipore, Bedford, Ma, USA)
7.24 Medidor de pH (tipo pH 537, WTW, Weilheim, Alemanha)

7.25 Refrigerador (Elbanton)

7.26 Rotor Centrikon (A6.14, Kontron)

© 7.27 Rotor Sorvall (SM-24, Sorvall)

7.28 Espatula, vidro Drigalski (408014, Omnilabo International BV)

7.29 Placas de Petri (633102, Greiner bio-one)

7.30 Powerpette plus (Jencons, Bedfordshire, England)

7.31 Misturador vértice (KS-I, Janke & Kunkel, Staufen, Alemanha)

8. PROCEDIMENTO

8.1 Preparacao de cultura de estoque

8.1.1 Preparar um isolado de Salmonella (6.3) por espalhamento de uma
col6nia, ou o conteddo de uma alga de inoculacdo sobre uma placa BGA
(6.4.1).

8.1.2 Inocular a placa (8.1.1) durante a noite a 37°C.

8.1.3 Uma unica colénia € retirada da placa (8.1.2) com uma alga de
inoculacéo e suspensa em 100 mL de NB (6.4.7)

8.1.4 Incubar durante a noite a 37°C

_ 8.1.5 Adicionar 50 mL de glicerol (6.4.5) em 100 mL de meio NB cultivado

8.1.4)

8.1.6 Adicionar aliquotas de mistura de cultura/glicerol (8.1.5) em onde tubos
estéreis de 14 mL (7.9) (volume de 12,5 mL) e doze tubos estéreis de 1,5 mL
(7.10) (volume de 1 mL).

8.1.7 Um dos tubos de 1,5 mL € marcado como banco padrdo. O conteudo
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deste tubo apenas sera usado para preparar mais aliquotas de 1 mL e 12,5 mL
via 0 método aqui descrito (8.1).

8.1.8 Congelar rapidamente as aliquotas a -80°C (8.1.6) e armazenar até o
uso.

8.2 Determinacio de pureza de isolado de Salmonella por aglutinacao
8.2.1 Pipetar 25 pL (7.15) de solugdo salina estéril (6.4.8) para cima da
lamina de vidro (7.20).

8.2.2 Suspender uma coldnia de Salmonella cultivada em placa (8.1.2) na
solugdo salina (6.4.8).

8.2.3 Adicionar uma gota unica de soro de aglutinagdo (6.2) usando o sistema
de gotejamento de recipiente facilitado

8.2.4 Misturar soros e suspensdo por inclinag@o suave da 1amina para frente e
para tras por dois minutos.

8.2.5 Determinar aglutinagdo por procura de formagéo de agregacdo em frente
de um fundo preto.

8.2.6 Descrever a identidade de cepa de Salmomnella por comparacdo dos
resultados de agregacdo com Tabela 37.

8.2.7 Quando a identidade da cepa cultivada difere da agregacdo precipitada
em Tabela 37, pode ser concluido que a cultura testada ndo era
(exclusivamente) composta do sorotipo esperado de Salmonella. Em tal caso,
uma nova cultura de estoque tem que ser preparada.

8.3 Método de extragao

8.3.1 Preparar 120 placas de 4gar BHI (6.4.3).

8.3.2 Descongelar um tubo de 12,5 mL com cultura de estoque de Salmonella
(8.1.8).

8.3.3 Espalhar 100 pL (7.14) de cultura de estoque (8.1.8) sobre cada placa
(8.3.1) com uma espatula (7.29).

8.3.4 Incubar durante a noite a 37°C.

8.3.5 Encher um recipiente de 15 L (7.19) com 10 L. de 4gua (6.1.11), e esfriar
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para 4-8°C em um refrigerador (7.26) até uso posterior.

8.3.6 Pesar (7.3) seis tubos de centrifugagdo vazios (7.6) e anotar o peso deles
na folha de qualidade (veja Figura 32.).

8.3.7 Posicionar os recipientes milliQ (6.1.11) e de TCA (6.4.9, 6.4.10) dentro
do banho de sal e gelo preparado (7.21).

8.3.8 Separar vinte placas (8.3.4) das placas incubadas durante a noite e |
adicionar 1 mL de solugdo salina em cada placa.

8.3.9 Colher as bactérias por raspagem suave (fazendo movimentos
circulares) usando uma espatula Drigalski (7.29) sobre o agar, preparando
uma suspensdo das bactérias em solugdo salina.

2.3.3.10' Coletar a suspensdo em um dos seis tubos de centrifugacdo pré-
pesados (8.3.6).

8.3.11 Lavar cada placa (8.3.9) duas vezes com 2 mL de solug@o salina
(6.4.8).

8.3.12 Combinar as suspensdes (8.3.11) com o conteido do tubo de
centrifugacdo (8.3.10).

8.3.13 Repetir 5 vezes as etapas 8.3.8 a 8.3.12 nas placas restantes (8.3.4).
8.3.14 Adicionar 100 mL de solu¢do salina (6.4.8) em cada tubo de
centrifugagéo.

8.3.15 Tarar os tubos (8.3.14)

8.3.16 Centrifugar por 15 min a 10.000xg e 4°C (7.4, 7.27).

8.3.17 Decantar o sobrenadante em um recipiente de residuos.

8.3.18 Suspender cada pelota bacteriana em 10 mL de solugéo salina (6.4.8)
até ser formada uma suspenséo uniforme.

8.3.19 Adicionar 75 mL de solug¢fo salina (6.4.8) em cada tubo de centrifuga.
8.3.20 Repetir uma vez as etapas 8.3.14 a 8.3.19. '

8.3.21 Repetir uma vez as etapas 8.3.15 a 8.3.17.

8.3.22 Pesar (7.3) os tubos com pelota bacteriana (8.3.21) e anotar os

resultados de peso na folha de qualidade (veja Figura 32)
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8.3.23 Determinar a massa (=m) de bactérias depositadas por subtragdo do
peso do tubo vazio dos tubos contendo células (8.3.22).

8.3.24 Suspender as pelotas bacterianas (8.3.22) com x mL (para
determinagfo de x, veja Tabela 38) de dgua (6.1.11) por sucgdo e lavagem
repetidas com uma pipeta de 10 mL (7.31).

8.3.25 Combinar as suspensdes dos dois tubos de ensaio em um tubo.

8.3.26 Repetir 8.3.25 para os tubos de centrifugacéo restantes.

8.3.27 Adicionar x mL de TCA y- M (6.4.10) (veja Tabela 38 para valores de

Xey).

8.3.28 Inserir bastdes de agita¢do em cada uma das suspensdes (8.3.27).

o

oo
w o

Cc

8.3.29 Agitar as suspensdes (8.3.28) por 3 h a 4°C sobre um agitador
magnético (7.23).

8.3.30 Remover os bastdes de agitagdo.

8.3.31 Centrifugar as suspensdes por 30 min a 20.000xg e 4°C (7.5, 7.28).
8.3.32 Coletar os sobrenadantes dos tubos de centrifugagdo em um bécher de
500-mL.

8.3.33 Ajustar o pH do sobrenadante com NaOH 5 M (6.4.11) e NaOH 0,10
M (6.4.12) para pH 6,5.

8.3.34 Determinar o volume (v) do sobrenadante de pH ajustado (8.3.33)
8.3.35 Esfriar o sobrenadante para o ponto de congelamento deixando os
frascos cheios (8.3.34) em um congelador a -18°C (7.17) por 30 min

8.3.36 Adicionar 2*e mL (para valores de e veja Tabela 38) de etanol frio em
congelador (6.4.5).

8.3.37 Esfriar a solugfio da a -4°C (7.21).

8.3.38 Dispensar a solugdo em seis tubos de centrifuga (7.6).

8.3.39 Centrifugar a solugdo por 30 min a 20.000xg e -4°C (7.4, 7.27).

8.3.40 Cortar trés partes (cada uma de 10 cm de comprimento) do tubo de
dialise (7.12)

8.3.41 Lavar os tubos de dialise (8.3.40) brevemente com agua (6.1.11) e
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manté-los imidos em agua (6.1.11) até uso posterior.

8.3.42 Prender um grampo de membrana (7.11) em uma extremidade do tubo
de dialise (8.3.41), deixando 1 cm de tubo livre.

8.3.43 Decantar o sobrenadante (8.3.39) em uma garrafa de residuo.

8.3.44 Remover o sobrenadante restante dos tubos de centrifuga com o auxilio
de uma pipeta (7.13). |

8.3.45 Adicionar um mL de agua (6.1.11) em cada tubo de centrifuga
(8.3.44).

8.3.46 Suspender as pelotas por sucgdo e lavagem com uma pipeta de um mL
(7.13).

8.3.47 Encher um dos sacos de didlise preparados (8.3.42) com as pelotas
ressuspensas (8.3.46) de dois tubos de centrifuga.

8.3.48 Lavar cada um dos tubos com (z-1)/6 mL (para o valor de z, veja
Tabela 38) de agua (6.1.11) e combinar a lavagem com o contetudo do saco de
dialise (8.3.47).

8.3.49 Prender outro grampo (6.10) no topo do tubo de dialise cheio (8.3.48)
deixando uma bolha de ar pequena entre a solugdo e o grampo.

8.3.50 Repetir as etapas 8.3.42 a 8.3.49 nos tubos de centrifuga restantes.
8.3.51 Deixar os trés tubos de dialise cheios em agua pré-esfriada (8.3.5) a
4°C.

8.3.52 Incubar o conteudo de didlise dos tubos (8.3.51) por dois dias sob
condicdes de agitagdo suave a 4°C sobre um agitador magnético (7.23).

8.3.53 Repor o dialisado pelo menos duas vezes, por troca da agua por 7 L de
agua fresca, pré-esfriada (6.1.11).

8.3.54 Coletar o contetido dos tubos em um recipiente de 50 mL (7.8).

8.3.55 Dividir o volume coletado (8.3.54) em tubos de centrifuga (7.7).

8.3.56 Centrifugar os tubos a 20.000xg por 30 min a 4°C (7.5)

8.3.57 Pesar um recipienté vazio de 50 mL (7.8) em uma balanga analitica

(7.2) (sem tampa) e anotar seu peso na folha de qualidade (veja Figura 32)
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8.3.58 Coletar o sobrenadante (8.3.56) em recipiente pré-pesado (8.3.57).
8.3.59 Congelar os sobrenadantes em um congelador a -80°C (6.15).

8.3.60 Liofilizar (6.15) os sobrenadantes congelados (8.3.59) até ser
observada uma estrutura cristalina branca seca.

NOTA: Manusear cuidadosamente o produto de LPS
liofilizado, porque suas caracteristicas eletrostaticas podem fazé-lo suspender
em ar.

NOTA: LPS é uma toxina bem conhecida, que quando inalada
ou engolida pode induzir efeitos clinicos em humanos. Medidas de segurang¢a,
tais como mascaras, devem ser rigorosamente seguidas para se evitar qualquer
intoxicacao. |

Pesar o recipiente contendo LPS liofilizado (8.3.60) em uma
balanga analitica (7.2) e anotar a massa resultante na folha de qualidade (veja
Figura 32)

8.3.62 Calcular o rendimento de LPS: (peso de LPS (8.3.61) - peso de
recipiente (8.3.57))/massa total de células umidas (8.3.23) * 100%

8.3.63 Armazenar o p6 de LPS liofilizado em um recipiente fechado a 4°C até
uso posterior.

Uma visdo geral do procedimento é mostrada na Figura 33.
Tabela 37. Folha de checagem das leituras de aglutinacdo para descrever a
identidade das bactérias presentes em termos de espécie de Salmonella e

sorovar de Salmonella

Soros de aglutinacio

Cepa de 04 05 06,7 08 09 012 poly poly E
Salmonella (7.2.1) | (7.22) | (7.23) | (724) | (7.25) | (7.2.6) A-S (7.2.8)
(7.2.7)
S. enteritidis
(63.1) - - - M M *
S. goldcoast
(63.2) - * i " -
S. livingstone
(63.3) - " i -
S. melaegridis
(6.3.4) - - - M i
S.  typhimurium + + } ) } + + )

(1.3.4)
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Legenda: + = Formag&o de agregacdo, aglutinagdo positiva

- = Sem formagdo de agregacdo, aglutinac¢do negativa

Tabela 38. Tabela de conversdo para determinar volumes de agua (x),TCA
(x), etanol (e) e concentragcdo de TCA (y) para extragdo e precipitagdo, €
volume de 4gua (z) para procedimentos de dialise para isolar e purificar LPS
de Salmonella. Letras anotadas: m refere-se a massa (9.3.23), enquanto que v

refere-se ao volume de sobrenadante de pH ajustado (9.3.34).

Extracio Precipitacio Dialise
Cepa x mL agua (6.1.11) e TCAyM e mL de etanol | z mL de agua
x mL de TCA (6.4.5) (6.1.11)
(6.4.9,6.4.10)
S. enteritidis x = m*5 0,25 (6.4.9) e= 2%y z = x*0,1
S. goldcoast 0,5 (6.4.10)
S. livingstone 0,5(6.4.10)
S. melaegridis n.e.y.
S. typhimurium 0,5 (6.4.10)

n.e.y..- ainda ndo estabelecido.

Exemplo 12

Imobilizacdo de LPS derivado de Salmonella sobre um chip biossensor
(Biacore) e detecg¢do de anticorpos de soro relatando uma infec¢do de
Salmonella passada ou presente

0. ADVERTENCIA E PRECAUCOES DE SEGURANCA

Lipopolissacarideos sdo imundgenos potentes, que podem
levar pessoas sensiveis a um choque séptico apds ingestdo ou inalagdo.
Precaugbes devem ser feitas para prevenir o contato com este agentes
bioquimico.

Periodato de sodio € um agente oxidante e pode causar
explosdes quando contatado com agentes redutores.

O procedimento utiliza cianoboroidreto de sodio. O
procedimento deve ser portanto realizado com precaugdes tais como por
exemplo o uso de luvas de mio e uma mascara. Usar esta substincia quimica
apenas em uma capela. O material € muito téxico para organismos aquaticos e

pode causar efeito adverso de longa duragdo em ambiente aquatico. O residuo
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de solu¢do e de material deve ser disposto como um residuo perigoso.
1. INTRODUCAO

Dentre os componentes da estrutura antigénica do género
Salmonella, os antigenos somaticos sdo importantes como um instrumento
para tragar resposta imune em animais sob uma infec¢do invasiva deste
microorganismo. Antigenos somaticos estdo localizados sobre a parte de
polissacarideo do lipopolissacarideo (LPS), que é um constituinte da parede
celular bacteriana. Apds extragdo e isolamento do LPS de sorotipos de
Salmonella cuidadosamente escolhidos (cf. SOP CHEMIE/A21(Exemplo
11)), LPS contendo antigeno ¢ copulado covalentemente em uma superficie
de chip biossensor por meio de sua ligagdo no LPS contendo antigeno
imobilizado sobre a superficie do chip (veja SOP CHEMIE/A23 (Exemplo
13)). Este SOP descreve o método para oxidagdo, imobilizagdo de LPS sobre
o chip biossensor (BIACORE) e a analise de anticorpos em soros.
2. ESCOPO E CAMPO DE APLICACAO

Para analisar amostras de soro de galinha para a presenca de
anticorpos anti-Salmonella reagindo com antigenos somaticos O4, 5, 6,7, 8,9
e l12.
3. REFERENCIAS
Concentration Analysis Handbook, Version AA, December 2001, Biacore
AB, Uppsala, Suécia |
BIA applications Handbook, version AB (reimpresso 1998), Biacore
http://www.jp.
amershambiosciences.com/tech support/manual/pdf/dnapuri/52207400af.pdf
SOP Chemie/A21: Extragdo de lipopolissacarideos de Salmonella
spp.(Exemplo 11)
SOP Chemie/A23: Otimiza¢do de adicdo de proteina em LPS para
imobiliza¢io e detecgdo de anticorpos de soro (Exemplo 13).

4. DEFINICOES
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¢ - concentragdo em % (m/v), % (v/v), mol/L. ou mmol/L como
indicado.
5. LISTA DE ABREVIACOES
5.1 EDC, cloridrato de N-etil-N’-(3-dimetil-amino-propil)-carbodiimida
5.1.2. NHS: N-hidréxi-succinimida
5.1.3. LPS Se: de bactéria Salmonella sorovares enteriditis
5.1.4. LPS Sg: de bactérias Salmonella sorovares goldcoast
5.1.5. LPS Sl: de bactérias Salmonella sorovares livingstone
5.1.6. LPS Sm: de bactérias Salmonella sorovares meleagridis
5.1.7. LPS St: de bactérias Salmonella sorovares typhimurium
6. PRINCIPIO

LPS é oxidado na presenga de uma proteina facilitado por
periodato de sodio. A solugdo de LPS-proteina € dessalinizada usando uma
coluna NAP-5. O complexo de LPS-proteina € imobilizado sobre um chip
CMS5 apds ativagdo da camada de dextrano carboximetilado sobre um chip
biossensor com o auxilio de cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil)-
carbodiimida (EDC) e N-hidréxi-succinimida (NHS) e carbohidrazida. LPS
ligado € entdo estabilizado com cianoboroidreto de sédio. Antes de uso
rotineiro, o desempenho do LPS conjugado em chip biossensor para ligar
anticorpos anti-Salmonella ¢ avaliado usando um painel de soros de
aglutinagdo policlonais.
7. REACOES
7.1 OXIDACAO DE GRUPO CABOIDRATO

Periodato induzira uma disrupge”tb oxidativa de ligagGes entre
didis vicinais, em particular, grupos carboidrato, como em e.g. manose, para
dar funcionalidades aldeido. Esta reac¢do € tipicamente realizada em tampdes
em uma faixa de pH entre 4,5 e 5,5 no escuro usando um meta-periodato de
s0dio10-100 mM recém-preparado em acetato de sodio 0,1 M (Figura 18).

NOTA 1: As posigdes de conjugacdes indicadas neste
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esquema, para ligar este monossacarideo em um polissacarideo, como e.g.
LPS, sdo apenas exemplos. R' e R indicam as posi¢des distal e proximal,
respectivamente, na cadeia de carboidrato. A oxidag¢do em aldeidos pode se
repetir dentro da cadeia de polissacarideo em cada constituinte
monossacarideo contendo didis vicinais.

NOTA 2: Periodato também oxidard, quando presentes, certos
B-amino-etanol-derivados tais como residuos de hidréxi-lisina em colageno,

bem como metionina (para seu sulfoxido) e certos tidis (normalmente para .

- dissulfetos). Em adigfo, residuos de serina e de treonina N-terminais de

peptideos e proteinas podem ser seletivamente oxidados por periodato a
grupos aldeido. Estas reagdes, contudo, normalmente ocorrem em uma
velocidade menor do que a oxidagdo de didis vicinais.

7.2 CONJUNGACAO EM PROTEINA

Oxidagdo € realizada na presenca de uma proteina. Os
compostos de bis-aldeido, tais como os constituintes de monossacarideo
oxidados na cadeia de polissacarideo de LPS aqui acima, podem reagir com
qualquer grupo amino em uma proteina e podem formar uma ligacio de base
de Schiff resultando em uma imina substituida (Figura 19).

NOTA: A imina substituida estd estabilizada enquanto o
complexo estiver ligado na superficie de dextrano, por uma redugéo facilitada
pelo cianoboroidreto (aminagdo redutiva).
7.3.IMOBILIZACAO EM SUPERFICIE DE SENSOR

A camada de dextrano carboximetilado localizada em chip
sensor € ativada por cloridrato de N-etil-N’-(3-dimetil-amino-propil)-
carbodiimida (EDC) e N-hidroxi-succinimida (NHS). A ativagdo € seguida
pela preparagdo com carboidrazida. As funcionalidades aldeido reagem
espontaneamente com a hidrazida para dar hidrazonas, que sfo entdo
reduzidas para estabilizar as ligagdes covalentes (Figura 34).

NOTA. A proteina R" transporta multiplos grupos -NH, e
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pode ser portanto conjugada com multiplas entidades de LPS oxidado. Por
outro lado, a parte de polissacarideo em LPS pode transportar multiplos
grupos aldeido livres em uma unica molécula. Estes grupos aldeido podem ser
parcial ou completamente capturados pela camada de hidrazida-dextrano. O
resultado final pode ser uma rede complexa muito estavel de proteina-LPS-
dextrano sobre a superficie. |
8. REAGENTES E MATERIAIS

No procedimento completo apenas reagentes de grau analitico
reconhecido e apenas agua destilada ou agua de pureza equivalente sdo
usados, a ndo ser que seja indicado de outro modo. Referéncia a uma
companhia € apenas para informagdo e identificacdo e ndo implica uma
recomendagdo a ndo ser que assim declarado.
8.1 COMPOSTOS QUIMICOS
8.1.1 Acido acético (J.T. Baker, Deventer, Os Paises-Baixos)
8.1.2 Kit de copulagdo de amina (Biacore AB, Uppsala, Suécia) consistindo
de:
8.1.2.1. Frasco contendo 115 mg de N-hidréxi-succinimida (NHS)
8.1.2.2. Frasco contendo 750 mg de cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetil-amino-
propil)-carbodiimida (EDC)
8.1.2.3. Frasco contendo 10,5 mL, ¢ = 1 mol/L, cloridrato de etanol-amina -
hidréxido de sédio pH 8,5
8.1.3. Kit de calibragdo Bio-Plex (Bio-Rad, Veenendaal, Os Paises-Baixos)
8.1.4. Carbohidrazida, CN4HeO (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Suiga)
8.1.5. Sal de sodio de carboxi-metil-dextrano (Fluka)
8.1.6. Glicina, ¢ = 10 mmol/L pH 1,5 (Biacore)
8.1.7. Cloridrato de guanidina (Calbiochem, San Diego, CA, USA)
8.1.8. Tampdo HEPES contendo tampdo HBS-EP (Biacore), ¢ = 10 mmol/L,
pH 7,4, cloreto de sédio, ¢ = 150 mmol/L, EDTA, ¢ = 3 mmol/L e tensoativo
P20, ¢ =0,005% (v/v).
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8.1.9. Reagentes de teste monoclonais, especificos anti-grupo de Salmonella:
8.1.9.1. anti- Salmonella gr. B (SIFIN, Berlim, Alemanha), contém mAb
Anti-O4, OS5, 027

8.1.9.2. anti- Salmonella gr. C (SIFIN), contém mAb Anti-O7, O8

8.1.9.3. anti- Salmonella gr. D (SIFIN), contém mAb Anti-O9, Vi

8.1.9.4. anti- Salmonella gr. E (SIFIN), contém mAb Anti-O3, O19

8.1.10. anti-soros somaticos ‘O’ monovalentes de Salmonella:

8.1.10.1. anti-O4 (Pro-Lab diagnostics, Salmonella Reference Section of the
Central Veterinary Laboratory, Weybridge, Gra-Bretanha)

8.1.10.2. anti-O5 (Pro-Lab diagnostics)

8.1.10.3. anti-06,7 (Pro-Lab diagnostics)

8.1.10.4. anti-O8 (Pro-Lab diagnostics)

8.1.10.5. anti-O9 (Pro-Lab diagnostics)

8.1.10.6. anti-O10 (Pro-Lab diagnostics)

8.1.10.7. anti-O12 (Pro-Lab diagnostics)

8.1.10.8. anti-O19 (Pro-Lab diagnostics)

8.1.10.9. anti-O Poly E (03,010,015,019,034; Pro-Lab diagnostics)

8.1.11. anti-soros somaticos ‘O’ polivalentes de Salmonella:

8.1.11.1. anti-O Poly A-S
(02,03,04,05,06,7,08,09,010,011,012,013,015,
016,017,018,019,020,021,022,023,028,030,034,035,038,040,041;
Pro-Lab diagnostics) |

8.1.12. LPS de Salmonella, LPS isolado em casa por extracdo em TCA (SOP
CHEMIE/A21 (Exemplo H)) preparado de bactérias Salmonella sorovares
enteriditis (Se), goldcoast (Sg), livingstone (Sl), meleagridis (Sm) e
typhimurium (St) com proteina (SOP CHEMIE/A23, Exemplo 13)

8.1.12.1.1. Aliquotas de 0,5 mg de LPS sdo armazenadas a + 4°C ou em
temperatura menor.

8.1.13. Soros de referéncia de ave
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8.1.13.1. SPF-CH, soro SPF referido como soro de controle negativo (Animal
Health Service Ltd. (GD), Deventer, Os Paises-Baixos)

8.1.13.2. EIA-SE, soro de controle positivo para Salmonella enteritidis de
galinha para uso em ELISA (GD)

8.1.13.3. EIA-ST, soro de controle positivo para Salmonella typhimurium de
galinha para uso em ELISA (GD)

8.1.13.4. SPA-PG, soro de controle positivo para Salmonella pullorum de
galinha para uso em ELISA (GD)

8.1.13.5. CH-SI, soro de controle positivo para Salmonella infantis de galinha
para uso em ELISA (GD)

8.1.14. Acetato de sddio tri-hidratado (J.T. Baker, Phillip sburgh, NJ, USA)

~8.1.15. Cloreto de sédio (Merck, Darmstadt, Alemanha)

8.1.16. Cianoboroidreto de s6dio (NaCNBH;) (Fluka)

8.1.17. Hidréxido de sodio, ¢ = 50 mmol/L (Biacore)

8.1.18. Periodato de sodio. (Sigma Chemical Comp., St. Louis, MO, USA)
NOTA: Este composto quimico € sensivel a luz. Armazenar

este material protegido da luz.

8.1.19. Triton X-100 (Sigma)

8.1.20. Tween 20 (Sigma)

8.1.21. Tween 80 (Sigma)

8.1.22. Agua é obtida de um sistema de purificagio de agua Milli Q

(MilliQplus)

8.2. SOLUCOES

8.2.1. Solugdo de acido acético, ¢ = 0,1 g/mL: diluir 1 mL de 4cido acético

(8.2) com 9 mL de agua.

8.2.2. Solugdo de tampdo acetato, ¢ = 10 mmol/L, pH 4,0: dissolver 0,272 g

de acetato de sddio tri-hidratado (8.2.14) em 180 mL de agua e ajustar para

pH 4,0 com 4cido acético (8.3.1) e completar para 200 mL com agua. Este

tamp3o € estavel por aproximadamente seis meses.
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8.2.3. Solugdo de tampédo acetato, ¢ = 1.0 mol/1, pH 5,5: dissolver 13,6 g de
acetato de sédio tri-hidratado (8.2.14) em 90 mL de agua e ajustar para pH 5,5
com 4cido acético (8.3.1) e completar para 100 mL com agua. Este tampéo €
estavel por aproximadamente seis meses.

8.2.4. Solu¢do de tampédo acetato, ¢ = 100 mmol/L, pH 5,5: diluir 1,0 mL de
solugdo de tampdo acetato, ¢ = 1,0 mol/1 (8.3.3) com 9,0 mL de 4gua.

8.2.5. Solugdo de carbohidrazida, ¢ = 100 mmol/L: dissolver 9,0 mg de
carbohidrazida (8.2.4) em 1.000 pL de 4gua.

8.2.6. Solugdo de carbohidrazida, ¢ = 5 mmol/L: diluir 10 pL. de solugdo de
carbohidrazida (8.3.5) com 190 pL de agua. Preparar imediatamente antes do
uso.

8.2.7. Solugdo de CHAPS, ¢ = 0,05% (m/v): dissolver 0,02 g (8.2.3) em 40
mL de HBS-EP (8.2.8).

8.2.8. Solu¢do de detergentes, ¢ = 0,3% (m/v): dissolver 0,3 g de CHAPS
(8.2.3), 0,3 g de Tween 20 (8.2.21), 0,3 g de Tween 80 (8.2.22) e 0,3 g de
Triton X-100 (8.2.20) em 100 mL de agua.

8.2.9. Solugdo de EDC: reconstituir EDC (8.1.2.2) em 10,0 mL de 4gua.
8.2.9.1. Fragdes de 100 pL desta solucgéo (8.3.9) sdo armazenadas em tubo de
polipropileno (9.12) a -18°C ou em temperatura menor. As aliquotas sdo
estaveis por dois meses. |

8.2.9.2. Antes do uso: Descongelar as aliquotas e agita-las cuidadosamente
para garantir solugdes homogéneas.

8.2.10. Solugdo de etanol-amina: pipetar 200 pl. de solugdo de etanol-amina
de ¢ =1 mol/L (8.1.2.3) para um tubo de polipropileno (9.12)

8.2.11. Solugdo de guanidina, c = 6 mol/L: dissolver 17,18 g de cloridrato de
guanidina (8.2.7) em 10 mL de solugdo de detergentes (8.3.8) e ajustar o
volume para 30 mL com solugdo tampdo de glicina (8.2.6).Esta solugdo ¢
estavel por aproximadamente trés meses.

8.2.12. Solu¢do de NHS: reconstituir NHS (8.1.2.1) em 10,0 mL de agua.
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8.2.12.1. Fracionar aliquotas de 100 pL desta solugdo (8.3.12) em tubo de
polipropileno (9.12). Armazenar a -18°C ou em temperatura menor. As
aliquotas sdo estaveis por dois meses.

8.2.12.2. Antes do uso: Descongelar as aliquotas e agitd-las cuidadosamente
para garantir solugdes homogéneas.

8.2.13. Tampédo de diluigdo de amostra: dissolver 2 g de sal de sédio de
carboxi-metil-dextrano (8.2.5), 9,97 g de cloreto de sédio (8.2.15) e 0,1 g de
Tween 80 (8.2.22) em 200 mL de HBS-EP (8.2.8).

8.2.14. Cianoboroidreto de sodio, ¢ = 1.00 mol/L: dissolver 62,8 mg de
cianoboroidreto de sédio (8.2.16) em 1.000 pL de solugdo de acetato de pH
4,0 (8.3.2).

8.2.15. Cianoboroidreto de sddio, ¢ = 100 mmol/L: diluir 20 pL de solucdo de
cianoboroidreto de sodio (8.3.14) com 180 pL de solugdo de acetato, ¢ = 10
mmol/L, pH 4,0 (8.3.2). Preparar imediatamente antes do uso.

8.2.16. Hidroxido de soédio, ¢ = 5 mmol/L: diluir 400 pl. de hidroxido de
sodio ¢ =50 mmol/L (8.2.17) com 3,6 mL de agua em frasco de vidro (9.10).
8.2.17. Solugdo de periodato de sédio, ¢ = 100 mmol/L: adicionar em 214 mg
periodato de sodio (8.2.18) 10,0 mL de agua.

8.2.18. Periodato de sodio 'pronto para uso': pipetar 100 pl. de solucdo de
periodato de sodio, ¢ = 100 mmol/L (8.3.17) em um tubo de polipropileno de
1,4 mL (9.13) e secar com um evaporador centrifugo (8.4).

8.2.19. Solu¢do de periodato de sédio, ¢ = 50 mmol/L: dissolver periodato de
sodio 'pronto para uso (8.3.18) em 200 pL de solugdo de acetato, ¢ = 100
mmol/L pH 5.5 (8.3.4). Preparar imediatamente antes do uso.

8.3. SOLUCAO DE REFERENCIA PADRAO

8.3.1. Soros anti-O de Salmonella: diluir 20 pL. de cada soro (8.2.10 e 8.2.11)
em 380 pL de tampdo de diluigdo de amostra (8.3.13) em uma placa de
microtitulo (9.18) com a excegdo de soro anti-O5: 2 pL. deste soro (8.2.10.2)
sdo diluidos em 400 pL de tampéo de dilui¢do de amostra (8.3.13).
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8.3.2. Reagentes de teste especificos para anti-grupo de Salmonella: diluir 4
uL de cada soro (8.2.9.1, 8.2.9.2, 8.2.9.3 e 8.2.9.4) em 395 pL de tampéo de
diluigdo de amostra (8.3.13)

8.3.3. Soros de referéncia de ave: diluir 6 plL de soros (8.2.13.1 € 8.2.13.3) em
295 uL de tampdo de diluigdo de amostra (8.3.13) em uma placa de
microtitulo (9.18) e diluir 3 pL. de soros (8.2.13.2 e 8.2.13.4) em 295 uL de
tampdo de diluigdo de amostra (8.3.13)

8.3.4. Agitar (9.11). Preparar imediatamente antes do uso.

8.4. MATERIAIS AUXILIARES

8.4.1. Coluna NAP-5 (0,5 mL, Sephadex G-25, Amersham Biosciences).
8.4.2. Chips CM5 (Biacore).

9. EQUIPAMENTO E APARELHAGEM

9.1. Referéncia a uma companhia é apenas para informagéo e identificagdo e
ndo implica uma recomendagdo a ndo ser que enunciada. Equipamento e
aparelhagens equivalentes também podem ser apropriados.

9.2. Balanga analitica (tipo AE 240, Mettler, Zurique, Suica)

9.3. Biacore 3000 (Biacore)

9.4. Evaporador centrifugo (Jouan, Saint-Herblain, France)

9.5. Pipeta Finn, 5-40 pL (Labsystems Oy, Helsinque, Finlandia)

9.6. Pipeta Finn, 40-200 pL (Labsystems Oy)

9.7. Pipeta Finn, 200-1000 pL (Labsystems Oy)

9.8. Pipeta Finn, 1- 5 mL (Labsystems Oy)

9.9. Tubo coletor de vidro, 5 mL, tampado (Renes, Zeist, Os Paises-Baixos)
9.10. Frasco de vidro de didmetro de 16 mm (Biacore)

9.11. Miniagitador com cabeca de copo de microtitulo (MS 1, Janke &
Kunkel, Staufen, Alemanha)

9.12. Tubo de polipropileno, didmetro de 7 mm, com tampas de pressdo
(Biacore)

9.13. Tubo de polipropileno, 1,4 mL (Micronic, Lelystad, Os Paises-Baixos)
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9.14. Medidor de pH (tipo pH 537, WTW, Weilheim, Alemanha).

9.15. Banho de sonica¢do, Branson 2200 (Branson Ultrasonics B.V., Soest,
Os Paises-Baixos)

9.16. Filtro de seringa de 0,45 um de didmetro de 25 mm (Gelman Sciences,
Ann Arbor, MI, USA)

9.17. Distribuidor de vécuo, para operar varias colunas NAP-5
simultaneamente (tipo SPE-12G, com tampa(s) de PTFE, J.T.Baker).

9.18. Placa de poliestireno de microtitulo de fundo em V, formato de 96
cavidades (Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen, Alemanha)

9.19. Misturador de vortice (KS-I, Janke & Kunkel)

10. PROGRAMA DE COMPUTADOR

A aparelhagem de biossensor ¢ operada com Biacore 3000

control software 4.1 (1999-2003).

11. PROCEDIMENTO

11.1. OXIDACAO E DESSALINIZACAO DE SOLUCAO DE LPS
PRECAUCAO DE SEGURANCA:

Lipopolissacarideos sfo imundgenos potentes, que podem
levar pessoas sensiveis a um choque séptico apos ingestdo ou inalag@o.
Precaugdes devem ser feitas para prevenir o contato com este agentes
bioquimico.

Periodato de sddio é um agente oxidante e pode causar
explosdes quando contatado com agentes redutores.

O procédimento utiliza cianoboroidreto de sédio. O
procedimento deve ser portanto realizado com precaugdes tais como por
exemplo o uso de luvas de mdo e uma mascara. Usar esta substincia quimica
apenas em uma capela. O material € muito toxico para organismos aquaticos e
pode causar efeito adverso de longa duragdo em ambiente aquatico. O residuo
de solu¢do e de material deve ser disposto como um residuo perigoso.

11.1.1. OXIDACAO
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11.1.1.1. Adicionar 500 pl. de tampdo acetato de pH 5,5 (8.3.4) no LPS
(8.2.12) (veja precaugdo de seguranca)

11.1.1.2. Agitar com vdrtice (9.19) totalmente até a pelota ficar dissolvida.
11.1.1.3. Sonicar (9.15) a solug¢do por 10 minutos e julgar a solu¢do para sua
transparéncia.

11.1.1.4. Quando transparéncia ndo estiver satisfatoria continuar a sonicagdo
até ser obtida uma solugfo transparente (convalescente).

11.1.1.5. Adicionar 20 pL de solugdo de periodato (8.3.19) na solugédo de LPS

C(11.1.2.4)

11.1.1.6. Agitar com vértice (9.19) a solugdo (11.1.2.5)

11.1.1.7. Incubar sobre gelo por 40 min protegido da luz.

11.1.1.8. Extinguir a oxidac¢do por dessalinizagdo da solugdo (11.1.2.6) como
descrito em 11.1.3

11.1.2. DESSALINIZACAO

11.1.2.1. Posicionar a(s) coluna(s) NAP-5 (8.5.1) no distribuidor (9.17).
11.1.2.2. Condicionar a(s) coluna(s) (11.1.3.1) pela passagem de trés porgdes
de 3 mL de tamp&o acetato (8.3.2) sobre o leito de coluna em um fluxo gerado
apenas por gravidade. Permitir que o tampéo entre completamente no leito de
gel.

11.1.2.3. Pipetar 0,5 mL de solugdo de LPS oxidado (11.1.2.8) sobre a coluna.
Permitir que a amostra entre completamente no leito de gel.

11.1.2.4. Eluir o LPS oxidado com 1 mL de tamp&o acetato (8.3.2). Coletar o
eluato em um tubo de vidro de 5 mL (9.9).

11.1.2.5. Misturar com vortice (9.19) a solugdo (11.1.3.4) por 10 s.

11.1.2.6. Quando ndo usadas imediatamente (11.1.3.5) armazenar as amostras
ade 4°CaTC.

11.1.2.7. Antes da imobilizagdo, a solugdo contendo LPS ¢ diluida como

indicado na seguinte Tabela 39.
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Tabela 39.
LPS spp pL de solugido de Volume final (111)
(8.2.12) estoque completado com tampio
(11.1.3.6) acetato, pH 4,0 (8.3.2)
Se 25 200
Sg 100 200
Si 100 200
St 100 200
Sm 12,5 200
11.2. IMOBILIZACAO

NOTA: Garantir que todos os reservatérios de solvente e de
reagente contenham volume suficiente para realizar o método completamente
antes de iniciar o conjunto de ensaios.

NOTE: Palavras escritas em italico referem-se aos comandos
do programa de computador e aos menu’s etc. de operagdo de Biacore 3000.
11.2.1. Preparacio
11.2.1.1. Descongelar uma por¢do de EDC (8.3.9.1)
11.2.1.2. Descongelar uma por¢do de solugdo NHS (8.3.12.1).
11.2.1.3. Posicionar a prateleira Thermo A na posi¢do direita de prateleira
(R2) e a prateleira Reagent no meio (RR)
11.2.1.4. Command [comando]: conectar um chip CM5 (8.5.2) e revestir com
tampao HBS-EP (8.2.8).
11.2.1.5. Posicionar a solugdo de EDC (11.2.1.1) em posi¢do R2A1
11.2.1.6. Posicionar a solugdo de NHS (11.2.1.2) em posi¢cdo R2A2.
11.2.1.7. Posicionar um tubo vazio (9.12) em posicdo R2A3.
11.2.1.8. Posicionar a solugdo de carbohidrazida (8.2.6) em posigdo R2A4.
11.2.1.9. Posicionar a solugdo de etanol-amina (8.2.10) em posicdo R2AS.
11.2.1.10. Posicionar a solugdo com LPS oxidado (11.1.2.7) em posigdo
R2A6. |
11.2.1.11. Posicionar a solugdo de cianoboroidreto de sodio (8.2.15) em
posicdo R2A7.
11.2.1.12. Posicionar a solugdo de guanidina 6 M (8.2.11) em frasco de vidro

~ (9.10) em posigdo RR2
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11.2.1.13. Posicionar a solugdo de CHAPS (8.2.7) em frasco de vidro (9.10)
em posicdo RR4

PRECAUCAO: Posicionar um tubo descartavel sob a saida de
residuo do instrumento para coletar solu¢do usada de cianoboroidreto de
sodio. O residuo de solugdo deve ser disposto como residuo perigoso'.
11.2.2. Imobilizagao do chip CMS5
11.2. S. File [arquivo] (veja Figura 35.) — New application wizard
11.2.3.1. Open Template [abrir modelo] — Procurar pelo arquivo: Wizard
immobilisation, (veja Figura 36) 11.2.3.2. Preencher: Notebook (veja Figura
38)
11.2.3.3. Run [executar], next [a seguir] en start [iniciar]
11.2.3.4. Nota: para ver qual instrug¢do estd no wizard faga Edit [editar] no
lugar de Run [executar]
11.2.4. Save [gravar| o sensorgrama. Os arquivos de resultado sdo gravados
com a extensdo pré-estabelecida ‘.blr’
11.2.5. O chip esta pronto para testar anticorpos contra Salmonella em soros.
Nota: Os niveis de imobilizagdo obtidos devem se aproximar dos niveis como

indicados na Tabela 40. Caso contrario considerar a imobiliza¢do devido a

falha de oxidagdo.
Tabela 40. Niveis de imobilizagdo tipicos de Ips
LPS spp Nivel de imobilizagio em RU (desvio padrio)’
Se 2365 (959)
Sg 8609 (1969)
S1 . 10953 (2135)
St 4836 (1023)

11.3. DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-SALMONELLA

Nota: Garantir que todos os reservatérios de solvente e
reagente contenham volume suficiente para corrida de método completo de
soros de referéncia antes de iniciar o conjunto de ensaios.
11.3.1. Tornar o Biacore operacional com um chip CMS5 apropriado.

11.3.2. File [arquivo] (veja Figura 36) — New application wizard
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11.3.2.1. Open Template [abrir modelo] — Procurar por arquivo: Wizard
control chip immobilization (veja Figura 37)
11.3.2.2. Preencher: Notebook (veja Figura 38)
11.3.2.3. Run [executar], next [a seguir] en start [iniciar]
11.3.2.4. Nota: para ver qual instrugdo esta no wizard faca Edit [editar] no
lugar de Run [executar]
11.3.3. Save [gravar] o sensorgrama. Os arquivos de resultado sdo gravados
com a extensdo pré-estabelecida ‘.b/r’

Sensorgrama tipico para imobilizagdo de LPS € mostrado em
Figura 39, enquanto que um sensorgrama para a andlise de um anti-soro ¢
mostrado em Figura 40. Respostas tipicas sdo listadas em Tabela 41.

Tabela 41. Respostas tipicas de soros de anticorpos contra Salmonella

Soros anti-Salmonella
LPS 04 05 06,7 (01.] 09 012 | Opoly | Opoly | Tampio de
spp E A-S diluicdo da
amostra

Se 9 -1 10 4 240 243 2 296 -8

Sg 4 -7 606 453 -1 23 4 194 -3

SI 4 -3 263 -1 2 2 5 105 -8

St 460 526 16 5 5 224 6 287 -5

Exemplo 13

Otimizagdo de adi¢do de proteina em Ips para imobilizagdo e detecgdo de
anticorpos de soro
ADVERTENCIA E PRECAUCOES DE SEGURANCA
Lipopolissacarideos '(LPS) sdo elevadamente pirogénicos e
podem causar febre. Para evitar ingestdo, tratar solu¢des aquosas de LPS com
cuidado e usar uma méscara quando se trabalha com material sélido. Se
qualquer um destes compostos entrar na corrente sanguinea, procurar
imediatamente atendimento médico.
0. INTRODUCAO
Estudos recentes indicam que quando proteina é adicionada
em LPS antes da oxidac¢do, a imobilizagdo em uma camada de ouro e dextrano

carboximetilado é tornada possivel e em alguns casos € melhorada. A seguir,
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respostas sorologicas também sdo tornadas possiveis e sdo melhoradas. O
6timo das respostas sorologicas depende da percentagem de proteina
adicionada em LPS. Este efeito de proteina pode ser obtido pela adigdo de
hemoglobina. Hemoglobina € uma proteina naturalmente ocorrente, que pode
ser encontrada em todos os vertebrados de sangue quente. Portanto anticorpos
anti-hemoglobina de reac¢do cruzada em soros ndo sdo esperados em soros.
1. ESCOPO E CAMPO DE APLICACAO

Este método descreve a adigdo de uma quantidade de
hemoglobina para lipopolissacarideos (LPS) produzidos por meio de extragdo
em acido tricloro-acético t (veja SOP Chemie/A21: Extrag¢do e isolamento de
lipopolissacarideos (Exemplo H)). A percentagem 6tima de hemoglobina €
definida como uma mistura reacional dando niveis de imobilizagdo altos em
combinag¢do com reagdo soroldgica maxima de soros de controle positivo. Em
adigdo, sdo descritas a produgdo e a armazenagem de misturas reacionais de
LPS, prontas para serem usadas, para imobilizagdo sobre um chip sensor.
2. REFERENCIAS |

SOP  Chemie/A21: Extragdo e  isolamento  de
lipopolissacarideos (versdo 3; Exemplo 11)

SOP CHEMIE/A22: Imobilizagdo de LPS derivado de

Salmonella sobre um chip biossensor (BIACORE) e detecgdo de anticorpos

de soro relatando uma infec¢do de Salmonella corrente ou passada (versédo 3;
Exemplo 12)

3. LISTA DE ABREVIACOES

3.1 LPS: Lipopolissacarideos

3.2 SOP: Procedimento de operagdo padrdo

3.3 NaAc: tampdo acetato de sodio

3.4 Hb: Hemoglobina

3.5 mQ: dgua milliQ

4. PRINCIPIO
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Em SOP Chemie/A21 (Exemplo 11), é descrita a produgéo de
lipopolissacarideos (LPS) de Salmonella spp. LPS extraido € usado como um
ligante em uma andlise analitica realizada em um sistema Biacore 3000 para
detectar anticorpos anti- Salmonella em soros derivados de porcos e galinha
(veja SOP CHEMIE/A22 (Exemplo 12)). Para melhorar a imobilizagdo de
LPS, hemoglobina é adicionada antes da oxidagdo. Para produzir um estoque
grande de material para dar niveis de imobilizagdo, dados soroldgicos e
desempenho de método reproduziveis, LPS ¢ fortificado com hemoglobina,
dividido em aliquotas e seco antes da armazenagem a 4°C. Para imobilizar um
chip, uma das aliquotas ¢ imobilizada e oxidada no modo de batelada.

5. REAGENTES E MATERIAIS

Durante o procedimento, a ndo ser que seja enunciado de outro
modo, usar apenas reagentes de grau analitico reconhecido e apenas agua
destilada ou agua de pureza equivalente. Referéncia a uma coinpanhia é
apenas para informagdo e identificacdo e ndo implica uma recomendagéo a
ndo ser que assim enunciado.

5.1 Compostos quimicos

5.1.1 Acido acético (J.T. Baker, Deventer, Os Paises-Baixos)

5.1.2 Hemoglobina, porcina (Sigma-Aldrich, Zwijndrecht, Os Paises-Baixos)
5.1.3 agua MilliQ (0)

5.1.4 Acetato de sodio tri-hidratado (J.T. Baker, Phillipsburgh, NJ, USA)

5.2 Soros de aglutinagdo de Salmonella

5.2.1 Anti-O4 (Pro-Lab diagnostics, Salmonella reference section of the
Central Veterinary Laboratory, Weybridge, Reino Unido)

5.2.2 anti-O5 (Pro-Lab diagnostics)

5.2.3 anti-06,7 (Pro-Lab diagnostics)

5.2.4 anti-O8 (Pro-Lab diagnostics)

5.2.5 anti-O9 (Pro-Lab diagnostics)

5.2.6 anti-O10 (Pro-Lab diagnostics)
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5.2.7 anti-O12 (Pro-Lab diagnostics)

5.2.8 anti-O19 (Pro-Lab diagnostics)

5.2.9 anti-O Poly A-S (anti-soros para grupos A a S) (Pro-Lab diagnostics)
5.2.10 anti-O Poly E (anti-soros para fatores O3, 010, O15, O19, 034) (Pro-
Lab diagnostics)

5.3 Anti-soros de Salmonella especificos para grupo

5.3.1 Enteroclon anti-grupo B de Salmonella (Sifin, Berlin, Alemanha)

5.3.2 Enteroclon anti-grupo C de Salmonella (Sifin)

- 5.3.3 Enteroclon anti-grupo D de Salmonella (Sifin)

5.3.4 Enteroclon anti-grupo E de Salmonella (Sifin)

5.4 Soros de referéncia de ave

5.4.1 SPF-CH, soro de controle negativo livre de patdégeno especifico (SPF)
(Animal Health Service Ltd. (GD), Deventer, Os Paises-Baixos)

5.4.2 EIA-SE, controle positivo para Salmonella enteritidis de galinha para
uso em ELISA (GD)

.5.4.3 EIA-ST, controle positivo para Salmonella typhimurium de galinha para
uso em ELISA (GD)

5.4.4 SPA-PG, controle positivo para Salmonella pullorum de galinha para
uso em ELISA (GD)

. 5.4.5 CH-SI, controle positivo para Salmonella infantis de galinha para uso

em ELISA (GD)

5.5 Soros de referéncia de suino

5.5.1 Sw-Liv, soro de controle positivo para Salmonella livingstone de suino
em ELISA (GD)

5.5.2 Sw-Typ, soro de controle positivo para Salmonella typhimurium de
suino em ELISA (GD)

553 Sw-APP, soro de controle positivo para Actinobaccilus
pleuropneumoniae de suino em ELISA (GD)

5.6 Lipopolissacarideos
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Lipopolissacarideos (LPS) sdo extraidos, liofilizados e
armazenados como descrito SOP Chemie/A21 (Exemplo 11).
5.6.1 LPS de Salmonella enteritidis
5.6.2 LPS de Salmonella goldcoast
5.6.3 LPS de Salmonella livingstone
5.6.4 LPS de Salmonella meleagridis
5.6.5 LPS de Salmonella typhimurium
5.7 Reagentes
5.7.1 Solugdo de tampéo acetato, ¢ = 10 mmol/L, pH 4.0: dissolver 0,272 g de
acetato de sodio tri-hidratado (5.1.4) em 180 mL de MQ (5.1.3) e ajustar para
pH 4,0 com acido acético (5.1.1) e completar para 200 mL com mQ (5.1.3).
Este tampdo é estavel por aproximadamente seis meses a 4°C.
5.7.2 Solugdo de tampéo acetato, ¢ = 1,0 mol/L, pH 5,5: dissolver 13,6 g de
acetato de sédio tri-hidratado (5.1.4) em 90 mL MQ (5.1.3) e ajustar para pH
5,5 com acido acético (5.1.1) e completar para 100 mL com mQ (5.1.3). Este
tampo ¢ estavel por aproximadamente seis meses a 4°C.
5.7.3 Solugdo de estoque de hemoglobina, 5 mg/mL: dissolver 5 mg de
hemoglobina (5.1.2) em 1 mL de mQ (5.1.3).
5.8 Materiais auxiliares
5.8.1 Chips CMS5 (Biacore AB, Uppsala, Suécia).
6. EQUIPAMENTO E APARELHAGEM

Referéncia a uma companhia é apenas para informagdo e
identificagdo e ndo implica uma recomendagdo a ndo ser assim enunciado.
Aparelhagens e equipamento equivalentes também podem ser apropriados.
6.1 Evaporador centrifugo (Jouan, Saint-Herblain, Franga)
6.2 Biacore 3000 (Biacore)
6.3 Pipeta Finn, 40-200 pL (Labsystems Oy, Helsinque, Finlandia)
6.4 Tubo coletor de vidro, 5 mL, 12mm x75 mm com tampa (Renes, Zeist, Os

Paises-Baixos)
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6.5 Instalagdo MilliQ (Millipore, Bedford, MA, USA)

6.6 Banho de sonicagdo, Branson 2200 (Branson Ultrasonics, Soest, Os
Paises-Baixos) ,

6.7 Misturador vortice (KS-I, Janke & Kunkel, Staufen, Alemanha)

7. PROCEDIMENTO

7.1 Producgao de solucio de estoque de lipopblissacarideos

7.1.1 Coletar o LPS produzido (veja SOP Chemie/A21 (Exemplo H)) do
reffigerador e deixa-lo aclimatar na temperatura ambiente.

7.1.2 Recuperar o peso do LPS produzido (7.1.1) no tubo da folha de dados de
qualidade (veja SOP Chemie/A21 (Exemplo H)).

7.1.3 Calcular o volume de mQ a ser adicionado em LPS usando Formula 1
(9.1).

7.1.4 Adicionar o volume calculado de mQ (7.1.3) no tubo de LPS (7.1.2)
(concentragdo final de LPS: 5 mg/mL).

7.1.5 Agitar com vortice totalmente até que todo o p6 esteja dissolvido.

7.1.6 Sonicar (6.6) a solugdo por 10 min e julgar a solugdo para a sua
transparéncia.

7.1.7 Quando a transparéncia (7.1.6) ndo for satisfatéria continuar a sonicagdo

(6.6) até ser obtida uma soluggo transparente (convalescente).

- 7.2 Adigao de hemoglobina

7.2.1 Preparar quatro dilui¢des de solugdo de LPS (7.17) (uma para cada canal
de fluxo) em tampdo de acetato de sodio com conteidos varidveis de
hemoglobina como descrito em Tabela 42 (8) em um tubo de vidro (6.4).
7.2.2 A escolha das quantidades iniciais de hemoglobina relativas adicionadas
em cads batelada de LPS recém-preparada é dada na Tabela 43 (8).

7.2.3 Completar para um volume total de 500 pL com mQ (5.1.3) como
descrito em Tabela 42 (8).

7.3 Oxidacdo e dessalinizacio (veja SOP Chemie/A22; capitulo 10.1
(Exemplo 12)
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7.3.1 Iniciar oxidag&o a partir do ponto 10.1.1.2.

7.4 Imobiliza¢do (veja SOP Chemie/A22, capitulo10.2 (Exemplo 12)
NOTA: Imobilizar LPS oxidado fortificado com quatro

quantidades diferentes de hemoglobina (7.3) sobre um chip CMS5 (5.8.1) de

modo que cada canal de fluxo represente uma quantidade relativa diferente.

7.5 Deteccao de anticorpos anti-Salmonella (veja SOP Chemie/A22,

capitulo 10.3 (Exemplo 12))

7.6 Determinacio de percentagem 6tima de hemoglobina

7.6.1 Calcular a média e o desvio padrio das 5 respostas relativas de cada um

dos soros de aglutinagdo em (5.2) e dos anti-soros de Salmonella especificos

para grupo listados em (5.3) por canal de fluxo.

7.6.2 Criar um grafico de coluna agrupada com sobre o eixo x os nomes dos

anti-soros de Salmonella especificos para grupo e de aglutinag@o, e sobre o

eixo y a média das unidades de resposta relativa para todas as quantidades

relativas diferentes de hemoglobina (7.6.1) (veja para um exemplo: Figura

41). |

7.6.3 Calcular a média e o desvio padrdo de 4 respostas relativas de cada um

dos soros de controle de referéncia de ave listados em (5.4) e dos soros de

referéncia de suino listados em (5.5) por canal de fluxo.

7.6.4 Criar um grafico de coluna agrupada com sobre o eixo X os nomes dos

soros de controle de ave e dos soros de controle de suino, e sobre o eixo y a

média das unidades de resposta relativa para todas as percentagens diferentes

de hemoglobina (7.6.3) (veja para um exemplo: Figura 42).

7.6.5 Adicionar narras de erro Y em ambos os graficos agrupados (7.6.2,

7.6.4) pelo uso dos valores de desvio padréo para cada coluna de eixo x (veja

para um exemplo: Figuras 41 ou 42).

7.6.6 Copiar as médias calculadas de soros esperados positivos selecionados

(veja Tabelas 44 a 46 (8)) e os soros de galinha SPF negativos de todas as

quantidades de hemoglobina relativas medidas em uma tabela nova (veja para
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um exemplo: Tabela 47 (8).

7.6.7 Subtrair as respostas de soros de galinha SPF (7.6.6) das respostas de
soros positivos esperados (7.6.6) (veja para um exemplo: Tabela 48 (8)).

7.6.8 Determinar a resposta mais alta por soro positivo por quantidade de
hemoglobina relativa e dar a esta um valor de 10 (veja para um exemplo
Tabela 49 (8)).

7.6.9 Calcular para o restante dos canais de fluxo os valores relativos pelo uso

de formula 2a (9.2) (veja para um exemplo Tabela 49 (8)).

7.6.10 Calcular a soma de todos os valores relativos por percentagem de

hemoglobina (veja para um exemplo Tabela 49 (8)).

7.6.11 A percentagem 6tima de hemoglobina (para as quatro percentagens
comparadas) € determinado pelo resultado de soma mais alto nas quatro
percentagens de hemoglobina / canal de fluxo.

7.6.12 Quando as quantidades relativas 6timas de hemoglobina (7.6.11) forem
as quantidades de hemoglobina mais altas ou mais baixas comparadas, etapas
7.2 a7.6.11 tém que ser repetidas com as seguintes condigdes.

7.6.12.1 No caso de as quantidades de hemoglobina mais baixas para Sg, Sm
e Sg (20%) serem as Otimas maximas, as quantidades de 20% e 30% serdo
repetidas em adigdo a 0% e 10% de hemoglobina.

7.6.12.2 No caso de as quantidades de hemoglobina relativas mais altas para
Se e St serem Otimas maximas, as quantidades de 20% e 30% serdo repetidas
em adi¢do a 40% e 50% de hemoglobina.

7.6.12.3 No caso de as quantidades de hemoglobina relativas mais altas para
Sg, Sm e Sl serem Otimas maximas, as percentagens de 40% e 50% serdo
repetidas em adigdo a 60% e 70% de hemoglobina. |

7.6.13 Um 6timo de percentagem de hemoglobina é alcan¢ado:

7.6.13.1 Quando a soma de valores relativos (7.6.8), por quatro quantidades
de hemoglobina relativas comparadas, possui o valor mais alto.

7.6.13.2 Dentro da faixa de hemoglobina comparada onde o valor mais alto é



10

15

20

25

146

detectado, um nivel maior ou menor de adigdo de hemoglobina também ¢é
determinado.

7.7 Preparacio de estoque de LPS seco a vacuo com hemoglobina
adicionada

7.7.1 O volume da solugdo de LPS restante a 5 mg/mL apos determinacdo de

quantidade de hemoglobina étima € calculado pela subtragdo do peso de tubo

‘vazio inicial lido da folha de dados de qualidade do peso de tubo mais solugéo

de LPS (7.1.7) (veja SOP Chemie/A21 (Exemplo 11).

7.7.2 A quantidade de LPS restante € calculada usando a Férmula 3 (9.3).
7.7.3 Calcular a quantidade de hemoglobina a ser adicionada em LPS usando
a Formula 4 (9.4).

7.7.4 Adicionar a quantidade calculada de hemoglobina (7.7.1) na solugdo de
LPS restante para alcangar uma concentragdo final, que foi determinada em
7.6.13 '

7.7.5 Inverter, agitar com vortice e/ou sonicar a solugdo (7.7.4) até que a
hemoglobina esteja totalmente dissolvida.

7.7.6 Dispensar 100 pL. em tubos de vidro (6.4).

7.7.7 Secar a solu¢do dispensada (7.7.6) em um secador rotativo a vacuo (6.1)
(ponto de aquecimento 1, 15 min., tempo de corrida total: 60 min.)

7.7.8 Tampar os tubos e armazenar a 4 - 7°C até uso posterior.

Respostas de linha base tipicas de complexos de hemoglobina - LPS de S.
goldcoast imobilizados em chip CMS5 sdo dadas em Figura 43.

8. Tabelas

Tabela 42. Adi¢do de hemoglobina (5.7.3), tamp&o acetato de sodio (5.7.2) e
mQ (5.1.3) em LPS (7.2.1) antes da oxidagdo.
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' vrvI.’i;n:enizgemn‘le hemoglobma _ ‘ A

D% | 10% ] 20% ] 80% | 40% | 50% | 60% ] 70% | 80% | 90%

“TPS(0) | 10041 | 10070 | 100 it | 1003 | 100 | 100 | 1004l | 1001 | 10041 | 100 §

Nazc,ngm | 50pll SORE vsam 50| 50| 50pl| BOpl| 50| 6Opl| GO

Hb(ﬁﬂ;gfmi) opl! 10| 20ul] 30put} 4041} 50ud] 60ul| TOW | 8Oul 9041
(© _ . . -

0@ (6) 353 340l | 830 pt | 320 | 3104 | 300 41 | 29041 | 2804l | 270 41 | 26042 |

Tabela 43. Quantidades iniciais relativas de hemoglobina adicionadas em

LPS.
;z:de.hmmldl:e heneglobina
LYS
S.enteritidis (0) 0% | 10| go0% | 30%|

S.goldeoast (0) 20%| 80%| 40%| 50%

Slivingstone @) | p0u5 | a30%| 40%| 50%

S.meleagridis | g0l a0%| 40| 80%
©)

" S.typhimurium ) . ) o

0% 10% 20% 30%

©

Tabela 44. Resultados esperados de ligacdo de soro de aglutinagdo (diluido)

5 em LPS de Salmonella imobilizado
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Soros de Aglutinacao
Cepade 05 ..
Salmonella ! 04 31067 08 | 09 | O10 | 012 | O19 poly
orcio- | 1.on | 1720 \ . . _ O poly ,,
prop 1:20 1:20 § 1:20 | 1:20 | 1:20 | 1:20 | 1:20 _ B
| madorade 0 ) , ' AS120 |
LPS .2 6.2 52 162 |62 |62 162 |6 5.2.9 1:100
1 2) 1l H |l e D| 8 o (5.2.1 |
S.enteriti | | | DN
, - - + + - H
dis (6.6.1) | _ -
- - {F i*,; w, - - &= h.: -
£(5.6.2) :
'S Jivingst ' o R .
one(5.6.3)
‘ S.melaegr
idis - - - - S I - ¥
(5.6.4)
s Ejfp&hﬁ
urium * & . - % - i
(5.6.5)
Legenda:

+ = ligagdo positiva de soro em LPS imobilizado

- =nenhuma ligagdo em LPS imobilizado

+ = soros selecionados a serem usados em determinagdo de adigdo 6tima de
hemoglobina.

Tabela 45. Resultados esperados de ligagdo de soro de referéncia de ave

(diluido) em LPS de Salmonella imobilizado
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Soros de referéncia de ave

Cepade CHSPF | BIA- Bt | ElASe |  Spg Si
| Salmonella 120 | u20 1:200 1:200 1:200
de LPS - (54D (5.4.9 (5.4.2) (5.4.4) (5.4.5)
T R |

(5.6.1)
S.goldcoast
(5.6.2)
S Jivingstone
(5.6.9)

- S.melsegridis
(5.6.4)
Stj{piummam

665 |

it
¥

e 4

Legenda: + = liga¢#o positiva de soro em LPS imobilizado
- = nenhuma liga¢do em LPS imobilizado
+/- = soros selecionados a serem usados em determinagéo de
adi¢do 6tima de hemoglobina.
Tabela 46. Resultados esperados de ligagdo de soro de referéncia de suino
(diluido) em LPS de Salmonella imobilizado

Cepa de Salmonella proporcionadora de LPS, Soros de referéncia de ave [sic]
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Sores de aglutinacio
I )
Cepade 05 . _
Salmonella | 04 120 06,7] 08 | 09 | O10 | 012 | O19 0 ot poly
proporcio- | q:90 | 120 | 120 | 1:20 | 120 | 120 | 120 | > o
nadora de 0 . . . . 3 A8 1:20
LPS (5.2, 6.2 G2 1626262162 |62 5.2.9 1:100
1 Tl e D | 8 S 521
2 . ' |
0)
S.ente‘da. “‘ - i i s S —i B - 1 Sy
- , - - . gR - + - A+
dis (5,6.1) -
S.goldcoas
v - - * * - - . . b
£(5.6.2
S.Livingst
one (5.6.3) '
8.melzegr ,
(5.6.9
, S.typhim
. uritum + * -1 - - - T + -
(6.6.5) i
Legenda:

+ = ligagdo positiva de soro em LPS imobilizado

- = nenhuma liga¢do em LPS imobilizado

+/- = soros selecionados a serem usados em determinagdo de adigdo Stima de
hemoglobina

Tabela 47. Respostas sorologicas tipicas sobre LPS de Salmonella goldcoast
imobilizado com adi¢des variaveis de hemoglobina (dados de dois chips CM5

preparados)
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Niveis OpolyAS | oo ®°| CHSPF | Swliv

Hemoglo- | . ag K 08,7 1:20 08 1:20 120 mio 1:20 (1:20)
bine ) | Thepiiherie | 523 | 624 | oo | 910 1 cn | e

(5.3.2)

o dee | oz oAl 88| 768 EX) 53,7
40 4837 2624 2383 | e0]  671] 91 51,9
50| 6112 271,9| 2376 60,9 16| -18,1 471
80 9764 221,3 177.8 | 14,2 41,5 B20| 106

16 ST | 176.4| 1400]  890]  550| 05| 280
%0 3469 1865 | 1484 A ss1| 53| 265
30 3690 | 228,3|  186,0 B0,1| 80,1 47 35,1
40 5922 247,56 |  198,3 19,7 110.8 ] 11,2 408

Tabela 48. Tabela tipica de subtragdo de CH-SPF de respostas sorolégicas
positivas selecionadas (dados de Tabela 47) sobre LPS de Salmonella
goldcoast imobilizado com adigdes varidveis de hemoglobina (dados de dois

chips CM5 preparados).

Niveis O poly A8 E“i?.‘ﬁ“ Sw-Liv

- Hemoglo- | &e 067120 | 08120 1:20 mio (1:20)

bina (i) | Imeplieste | g2y | G2 | oo | Guo | U

| | R (5.5,

30 4596 Taza| | 2660|768 85,7 62,6
4 | 4887 771,6 7474 41| 76.2 81,0
) 6112 2849 ] 960,81 740 846 60,2
g0 | 9164 ' 2753 2298 662! 93561 626
10 2r7 | 1788 1851 385 556|216
30 T 8480 | 018 1487 427 Goe|  dis
30 3650 B 233,0 190,71 54,8 84,8 89,8 |
T Ress | os8d | . @ms| 603} 121,5| 518

5  Tabela 49. Tabela tipica de resultados de valores relativos de Tabela 48
(dados de dois chips CMS5 preparados)
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anti grupo
Hemoglo- e 067 | ogypp | OPOWAS . Swliv

bina (%) imobilizacao | 120 2.0 1:20 {(1:20) Soma ‘.
®RU) - (5.3 ’ 5.2.9) (1:100) (5.0 1

(5.3.2)
~ 30 3596 o1 10 Y MY Y )
40 FrT. R BT % T ) 10 47
80| 612 10 ) 08 ) 16| 48
60 564 | 10 3 10 T K
0 R T " ED
20 T 3469 ' 7 &) 83}
~30 E N ) 9 8 2|
0 5022 10 0] 0] 1) 30 50 |

9. Formulas
9.1 Féormula 1

Célculo de volume de mQ

v=w/5

v = volume de mQ (5.1.3) (em mL)

w = peso de LPS (7.1.2) (mg) (veja SOP ChemieA2l
(Exemplo H))
9.2 Formula 2

Calculo de valor rélativo de soros positivos

Rv =Mv/Mhv * 10

Rv = valor relativo

My = valor médio (7.6.1)

Mhv = valor mais alto médio (7.6.8)
9.3 Féormula 3

Célculo de quantidade de LPS restante

z=w * 0,005

z = quantidade de LPS restante (em mg)

w = peso de solugdo de LPS restante (7.7.1) (em mg)
9.4 Formula 4

Calculo de quantidade de hemoglobina

h=y*z*0,05



10

15

20

25

153

h = massa de hemoglobina (em mg)

y = percentagem (%) 6tima de hemoglobina (%) (7.6.13)

z = quantidade de LPS restante (9.3) (mg)

Descrig¢ao das figuras

Figura 1. Representagdo esquematica de uma modalidade do
método de acordo com a invengdo.

Figura 2. Esbogo esquematico de BIA para detec¢do de
bactérias usando bacteriofagos como organismos indicadores. Organismos
indicadores podem ser cultivados durante a noite ou brevemente.

Figura 3. Reatividade de LPS oxidado, fortificado com Hb,
isolado de S. typhimurium (batelada St2003.2) com soros de aglutinagdo em
respostas de biossensor arbitrarias relativas (RU). O nivel de fortificagdo de
Hb de LPS durante oxidagdo € mostrado na figura. A ligagdo esperada dos
soros de aglutinag@o € mostrada em Tabela 3.

Figura 4. Curvas ROC de Exemplo 2, Experimento 1. TPF:
fragdo positiva-verdadeira; FPF: fragdo positiva falsa.

Figura 5. Curvas ROG de Exemplo 2, Experimento 2. TPF:
fragdo positiva-verdadeira; FPF: fragdo positiva falsa.

Figura 6. Analise de globulos preparados revestidos com LPS
de S. enteritidis (refletindo sorogrupo D), S. goldcoast (refletindo sorogrupo
C,), S. livingstone (refletindo sorogrupo C,), S. meleagridis (refletindo
sorogrupo E) e S. typhimurium (refletindo sorogrupo B). Os sucessos do
revestimento e da especificidade do LPS foram testados com anti-soros
monoclonais comercialmente disponiveis contra O4 (sorogrupo B), OS5
(sorogrupo B), O7 (sorogrupo C;),08 (sorogrupo C;) e O9 (sorogrupo D).
Respostas sdo expressadas em unidades arbitrarias como indice de
fluorescéncia média no eixo Y, enquanto que o eixo X indica o tipo de
conjugacdo de LPS dos globulos individuais.

Figura 7. Analise de globulos preparados revestidos com LPS
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refletindo sorogrupos B, C;, C, e D. A atividade do revestimento foi testada
com anti-soros monoclonais contra O4 (sorogrupo B), O5 (sorogrupo B), O7
(sorogrupo C;), O8 (sorogrupo C,) e O9 (sorogrupo D). Similar a Figura 6,
exceto aumentado nas respostas menores. Notar que a resposta de anti-OS5 esta
abaixo do ponto de corte. Veja para detalhes legenda de Fig. 6.

Figura 8. Comparacdo de glébulos revestidos com dois
bateladas de oxidagdo diferentes de LPS oxidado de S. enteritidis (refletindo
sorogrupo D) e S. goldcoast (refletindo sorogrupo C,), S. livingstone
(refletindo sorogrupo C;) e S. typhimurium (refletindo sorogrupo B). O
revestimento foi testado com anti-soros monoclonais comercialmente
disponiveis contra O5 (sorogrupo B), O7 (sorogrupo C;), O8 (sorogrupo C,) e
09 (sorogrupo D).

Figura 9. Andlise de liquido extraido (drip) de carne e soro de
galinhas. Anti-soros comercialmente disponiveis usados para injetar liquido
extraido de carne e soro. Drip, liquido extraido coletado de tecido muscular
de uma galinha, que foi testado como livre de Salmonella usando métodos
ISO padrio; Drip+CH-SPF, liquido extraido (drip) que foi injetado com soro
coletado de galinhas livres de patdgeno especifico (SPF); CH-SPF, soro
obtido de galinhas livres de patégeno (SPF); DripSPA- PG, liquido extraido
que foi injetado com anti-soro reativo com S. pullorum e S. gallinarum; SPA-
PG, anti-soro anti-S. pullorum e anti-S. gallinarum; DripCHSIi, liquido
extraido que foi injetado com soro de galinha que era sorologicamente
positivo para uma infec¢do de S. infantis; CH-Si, soro de galinha
sorologicamente positivo para S. infantis. O eixo X indica o tipo de
conjugacdo de LPS dos glébulos individuais. Veja Figuras 6, 7 e 8 para mais
detalhes.

Figura 10. Analise de soros de suino injetados com e anti-S.
typhimurium (barras coloridas de amarelo) e anti-S. [livingstone (barras

coloridas de ciano) comercialmente disponiveis. Em adi¢do, glébulos em
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solucfo tampdo (barras celeridas de azul) © soro de suiino negativo {(bairas
coloridas de purpura) foram analisados sobre globulos que estavam revestidos
com LPS representando sorogrupos B, C;, C; e D.

Figura 11. Ligacdo de bacteriéfago FO1 em LPS imobilizado
de S. typhimurium, S. enteritidis, S. goldcoast e S. livingstone em um
biossensor SPR Biacore. PFU, unidades de formag&do de placa bacteriana.

Figura 12. Ligagéo de bacteriofago FO1 em chip biossensor
SPR revestido com LPS de S. typhimurium apds incubagdo de S. typhimurium,
S. enteritidis, S. goldcoast, S. Livingstone com 1,2x10° PFU de bacteriéfagos
FOl. Linha tracejada indica o valor de corte.

Figura 13. Incubagdo de bactérias degradadoras e patdgenos
de alimento diferentes na presenca de bacteriéfago FO1 especifico para
Salmonella spp. Durante crescimento a densidade dptica em A 600 nm como
uma medida de crescimento bacteriano foi monitorada. bl+FO1, meio branco
destituido de bactérias suplementado exclusivamente com bacteriéfagos.

Figura 14. Incubacdo de sorovares de Salmonella diferentes
na presenga de bacteriofago FOI1 especifico para Salmonella spp. Veja para
mais detalhes a legenda de Fig. 13.

Figura 15. Incubagdo de bactérias degradadoras e patdgenos
de alimento diferentes na presenga de bacteridfago FOI1 especifico para
Salmonella spp. O nimero de unidade de formagdo de placa bacteriana (PFU)
foi determinado apds uma incubagdo de 5 h. bl+FOl, meio branco destituido
de bactérias suplementado exclusivamente com bacteriéfagos.

Figura 16. Incubagdo de sorovares de Salmonella diferentes
na presenga de bacteriofago FO1 especifico para Salmonella spp. Veja para
mais detalhes a legenda de Fig. 13. Estoque de FO1 néo foi incubado.

Figura 17. Analise por biossensor SPR de bacteriéfago FO1
propagado em sorovares de Salmonella diferentes apds concentragdo e diélise

dos virus. As suspensdes foram serialmente diluidas e analisadas; as
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Figura 18. Oxidag¢do de grupo carboidrato. R' e R indicam as
posi¢des distal e proximal, respectivamente, na cadéia de carboidrato.

Figura 19. Conjugacdo em uma molécula contendo poliamina
(R"), tal como uma proteina

Figura 20. Imobilizagdo em globulos fluorescentes e
estabilizagdo de ligagGes quimicas.
| ~ Figura 21. Representagdo esquematlca do procedimento de
copulagao de LPS em globulos e analise de soro.

Figura 22a. Exemplos de bacteriéfagos infectadores de
Campylobacter.

Figura 22b. Exemplos de bacteriofagos infectadores de
Listeria. |

Figura 22c¢. Exemplos de bacteridfagos infectadores de
Salmonella.

Figura 23. Camara de contagem e técnica.

Figura 24. Area total de uma cdmara de contagem de Biirker-
Tiirk (A) de 1 mm?, na qual B representa a drea de 1/16 da érea total.

Figura 25. Efeito de concentragdo de periodato sobre a
imobilizagﬁb de LPS de S. enteritidis sobre um chip biossensor SPR.

Figura 26. Efeito de concentragdo de periodato sobre a
atividade antigénica de LPS imobilizado de S. enteritidis (batelada Se2002.1).
LPS foi imobilizado em um chip biossensor e analis ado em um biossensor
SPR (Fig. 25). Faixa testada foi 0,2 mM a 1,8 mM de periodato de s6dio. O9,
012, O poly A-S, S. typh, SE, resposta de biossensor de anti-soros anti-O9;
anti-soros anti-O12, anticorpo policlonal contra sorogrupos A a S,soro de
galinha positivo para S. typhimurium e soro de galinha positivo para S.

enteridis, respectivamente.
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Figura 27 E

racio de pericdatc scbre a
atividade antigénica de LPS imobilizado de S. enteritidis (batelada Se2002.1).
Faixa testada foi 1,8 mM a 48,6 mM de periodato de sodio. Veja para mais
detalhes Fig. 26.

Figura 28. Efeito de concentragdo de periodato sobre a
imobilizagdo de LPS de S. goldcoast sobre um chip biossensor, SPE.

Figura 29. Efeito de concentragdo de periodato sobre a
atividade antigénica de LPS imobilizado de S. goldcoast (batelada Sg2002.1).
LPS foi imobilizado em um chip biossensor e analisado em um biossensor
SPR (Fig. 28). Faixa testada foi 0,2 mM a 5,4 mM de periodato de sédio.
06,7, 08, O poly A-S, S. livingstone, S. infantis, resposta de biossensor de
anti-soros anti-O6/7; anti-soros anti-O8, anticorpo policlonal contra
sorogrupos A a S, soro porcino positivo para S. livingstone e soro de galinha
positivo para S. infantis, respectivamente.

Figura 30. Efeito de concentracdo de periodato sobre a
imobilizagdo de LPS de S. livingstone sobre um chip biossensor SPR.

Figura 31. Efeito de concentracdo de periodato sobre a
atividade antigénica de LPS imobilizado de S. goldcoast (batelada Sg2002.1).
LPS foi imobilizado em um chip biossensor e analisado em um biossensor
SPR (Fig. 30). Faixa testada foi 0,2 mM a 5,4 mM de periodato de sddio.
06,7, 08, O poly A-S, S. livingstone, S. infantis, resposta de biossensor de
anti-soros anti-O6/7; anti-soros anti-O8, anticorpo policlonal contra
sorogrupos A a S, soro porcino positivo para S. livingstone e soro de galinha
positivo para S. infantis, respectivamente.

Figura 32. Apresentagdo esquematica do procedimento.

Figura 33. Folha de qualidade para processo de extragdo de
LPS.

Figura 34. Imobilizagdo de LPS em superficie de biossensor e

estabilizag¢do de ligagdes quimicas.
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Figura 36. Immobilization wizard.

Figura 37. Immobilization test wizard.

Figura 38. Logging [conex&o].

Figura 39. Sensorgrama tipico de imobiliza¢do de LPS.
Pontos de relatorio: 1. linha base; 2. ativagdo EDC/NHS; 3 carbohidrazida; 4
etanol-amina; 5 Imobilizagdo de LPS Se.

Figura 40. Sensorgrama de anti-O Poly A-S de Salmonella
analisado em um chip CM5 contendo LPS.

Figura 41. Respostas sorologicas tipicas de soros de
aglutinacdo e anti-soros de Salmonella especificos para grupo em um chip
biossensor CMS5 contendo imobilizado hemoglobina - LPS de S. goldcoast.

Figura 42. Respostas soroldgicas tipicas de soros de referéncia
de ave (soros SPF-CH, EIA St, EIA Se, SPA -PG e CH-Si) e soros de
referéncia de suino (soros SW) em um chip biossensor CMS5 contendo
imobilizado hemoglobina - LPS de S. goldcoast.

Figura 43. Respostas de linha base tipicas de um chip
biossensor CM5 contendo imobilizado hemoglobina - LPS de S. goldcoast.
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REIVINDICACOES

1. Método para imobilizar um polissacarideo sobre um

carreador, caracterizado pelo fato de compreender contatar o citado

polissacarideo com um agente oxidante e um polimero compreendendo pelo
menos dois grupos amina e/ou amida para obter um complexo de
polissacarideo-polimero e copular o citado complexo de polissacarideo-
polimero com o citado carreador.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que o citado polimero € proteina.
3. Método de acordo com a reivindicagdo 1 ou reivindicagdo 2,

caracterizado pelo fato de que o citado polissacarideo ¢ derivado de uma

bactéria gram-negativa.
4, Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-

3, caracterizado pelo fato de que o citado polissacarideo € derivado de uma

Enterobacteriaceae.
5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

4, caracterizado pelo fato de que o citado polissacarideo ¢ derivado de uma

(sub)espécie de Salmonella.
6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

5, caracterizado pelo fato de que o citado polissacarideo ¢ um

lipolissacarideo.
7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

6, caracterizado pelo fato de que a citada proteina é hemoglobina ou

mioglobina.
8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

7, caracterizado pelo fato de que o citado agente oxidante ¢ m-periodato (de

sodio).
9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

8, caracterizado pelo fato de adicionalmente compreender ativar a superficie
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10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagGes 1

a 9, caracterizado pelo fato de que o citado carreador compreende uma

superficie de vidro revestida com ouro.
11. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 10, caracterizado pelo fato de que o citado carreador é modificado com um

revestimento compreendendo um doador de grupo carboxila, preferivelmente
uma camada de dextrano carboximetilado.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado

pelo fato de que o citado doador de grupo carboxila e/ou a camada de
dextrano € ativado(a) com cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil)-
carbodiimida, N-hidroxi-succinimida e carboidrazida.

| 13. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 12, caracterizado pelo fato de compreender pelo menos dois polissacarideos

diferentes.
14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des 1

a 13, caracterizado pelo fato de que o citado carreador ¢ um chip de

biossensor.

15. Carreador, caracterizado pelo fato de ser obtido pelo

método como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 14.

16. Carreador, caracterizado pelo fato de compreender um

complexo de polissacarideo-polimero imobilizado sobre sua superficie.

17. Carreador de acordo com a reivindicagdo 16, caracterizado
pelo fato de compreender um revestimento compreendendo um doador de
grupo carboxila, preferivelmente um dextrano carboximetilado, ligado em um
polissacarideo compreendendo um antigeno, no qual o citado doador de grupo
carboxila e o citado polissacarideo estdo ligados um no outro via um polimero
compreendendo pelo menos dois grupos amina e/ou amida, no qual pelo

menos o citado polissacarideo ¢ ligado no citado polimero via um diol vicinal
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oxidado por periodato sobre o citado polissacarideo € um grupo amina e/ou
amida sobre o citado polimero.

18. Carreador de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado

pelo fato de ser uma microesfera ou um globulo.

19. Carreador de acordo com a reivindicagdo 18, caracterizado

pelo fato de que a citada microesfera ou o citado globulo é uma microesfera
ou um glébulo de poliestireno.
20. Carreador de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

15-19, caracterizado pelo fato de ser codificado.

21. Carreador de acordo com a reivindicag¢do 20, caracterizado

pelo fato de ser codificado pela presenca de certo marcador.

22. Carreador de acordo com a reivindicagdo 21, caracterizado

pelo fato de que o citado marcador compreende uma cor.

23. Carreador de acordo com a reivindicagdo 22, caracterizado

pelo fato de que a citada cor é uma cor fluorescente ou fosforescente.

24. Colegdo de microesferas ou de gldbulos, caracterizada pelo

fato de compreender pelo menos duas microesferas ou dois glébulos
diferentemente codificadas(os) de acordo cbm qualquer uma das
reivindicagdes 20-23.

25. Colegdo de microesferas ou de glébulos de acordo com a

reivindica¢do 24, caracterizada pelo fato de que cada uma das(os) citadas(os)

microesferas ou globulos diferentemente codificadas(os) compreende um
polissacarideo que compreende um antigeno diferente.

26. Biossensor, caracterizado pelo fato de compreender um

carreador como definido na reivindicagdo 15 ou 23.
27. Sistema de detec¢do por Ressonédncia de Plasmon de

Superficie, caracterizado pelo fato de compreender um biossensor de acordo

com a reivindicagéo 26.

28. Método para determinar a presenga de um anticorpo
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4

recionado para uin ainiigeno de uma bactéria gram-negativa em uma

amostra, caracterizado pelo fato de compreender contatar a citada amostra

com um carreador como definido em qualquer uma das reivindicagdes 15 ou
23 ou com um biossensor como definido na reivindicacdo 26 e determinar se
o carreador tem ligado algum anticorpo.

29. Método de acordo com a reivindicagdo 28, caracterizado

pelo fato de que a citada amostra é sangue, material liquido derivado de
sangue, fluidos derivados de tecido, tais como liquido gotejado de carne, leite,
ovos, fluidos de um olho, saliva ou fezes.

30. Método para determinar a presenca de uma bactéria gram-

negativa em uma amostra, caracterizado pelo fato de compreender contatar a

citada amostra com uma quantidade predeterminada de anticorpos
direcionados contra um antigeno de citada bactéria e determinar a quantidade
de anticorpos ndo ligados na citada bactéria com um carreador como definido
na reivindica¢gdo 15 ou 23 ou com um biossensor como definido na
reivindicagdo 26.

31. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

28 a 30, caracterizado pelo fato de que a ligagdo em citado carreador ou

citado biossensor é determinada por Ressonéncia de Plasmon de Superficie.
32. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

28 a 31, caracterizado pelo fato de que a citada amostra é obtida de um

humano ou de um animal.
33. Método para determinar a presenca de uma bacteria gram-

negativa em uma amostra, caracterizado pelo fato de compreender:

- contatar a citada amostra com bacteri6fagos especificos
para bactérias alvo e permitir que os bacteriofagos infectem a citada amostra,

- remover os bateriéfagos ndo-ligados e/ou ndo-invasores
resultando em uma amostra infectada por bacteriéfago,

- contatar a citada amostra infectada por bacteriéfago com
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um organismo indicador suscetivel aos bacteriofagos usados,

- incubar durante pelo menos um ciclo de multiplicagdo de
bacteriéfago,

- recuperar os Dbacteriofagos para obter uma amostra
contendo bacteriofago,

- analisar a citada amostra contendo bacteriéfago com um
carreador como definido na reivindicagdo 15 ou 23 ou com um biossensor
como defindio na reivindicagdo 26.

34. Método de acordo com a reivindicagdes 33, caracterizado

pelo fato de que a citada amostra é obtida de um humano, uma planta ou um
animal.
35. Meétodo de acordo com a reivindicacdo 33 e 34,

caracterizado pelo fato de que o citado bacteriofago compreende um

bacteriofago da figura 22a, 22b e/ou 22c.

36. Carreador de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

15-23, caracterizado pelo fato de compreender um bacteridfago da figura 22a,

22b e/ou 22c.
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OXIDAGAO

PURIFICAGAO E DESSALINIZAGAO
tampao acido acético de
- 2. 2 g pH 4,0, ativagdo por EDC/NHS,
i Tampao acido acético de pH 4,0 ligagdo de carbohidrazida,
. bloqueio por etanol-amina,
4 ligagao de LPS oxidado,
estabilizagio por ciano-
boro- idreto

Soros diluidos em tampao de amostra

\
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v
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AMOSTRA

\

homogeneizar

¢

IMS ou centrifugalfiltro

l K} fragmentos

lavar células bacterianas recuperadas

/___. bacteriéfagos

Lavar dentro }e um ciclo de vida de
bacteriéfago (20°-30’) para remover fagos
nao-ligados / ndo-intracelulares Cultura noturna de

t /”_— organismos indicadores

incubar pelo menos por 1 ciclo de vida bacteriofago

|

Remover material celular de origem bacteriana

¢

Injetar material livre de células em chip
biossensor conjugado em LPS para excutar o BIA

Fig. 2
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Folha de qualidade de extragéo de LPS

Cepa: Salmonella Inoculagdo
data/hora
Data:: colheira data/hora ]
Batelata: tempo de hora
incubacio
quantidade de BHla
Coleta de células + extragdo:
peso de cultura centrifugada (g) Extragio TCA
tubo # massa de massa de -
tubo vazio tubo + 2;?3’?8 (ml)ie volume x mill Q volume
pelota xXTCA
tubo
tubo
tubo
tubo
tubo
tubo
Massa total +
de células
Determinacao de X X=m*5
Molaridade y TCA Y=
tempo de incubacdo TCA horas
precipitacdo em etanol.
_ajuste de ph >657 Sim/ndo Max.pH
pH inicial
pH final
Volume de sobrenadante / erlenmeyer (v) ml
Volume de etanol absoluto: E=2%vy ml
Dialise:
Volume de milii Q Z=01*x ml
Liofilizac&o:
Massa de massa de ‘massa LPS
tubo vazio tubo + LPS
Rendimento de g
LPS:
recuperacio de LPS massa de LPS/massa tofal de células * 100% %

OBSERVAGOES:

F1G.32
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Espalhar 100 pl de cultura de Salmonella sobre agar BHI
llncubar durante a noite a 370C

Colher bactérias com nacl 0,9% / agua

lCentrifugar 15 min, 10.000xg, 40C

Repetir o ciclo+ Lavar as células com solugéo salina

duas vezes

|Centrifugar por 15 min, 20.000xg, 4oc

Y

Pesar as células (m) (veja Tabela 37)

|

Suspender em agua (0oc), adicionar x
ml de TCA y M (0oc) (Veja Tabela 37)

|Agitar, 3 h, 40C
Ajustar o pH para 6,5 com NaOH

LCentrifugar por 30 min, 20.000xg, 40C

Esfriar sobrenadante para -18oc por 30 min, adicionar 2

volumes de etanol absoluto (-180oc)
Incubar durante a noite a 4oc, centrifugar, 30 min, 20.000xg, 4oc
volumes de etanol absoluto (-180c)

Suspender a pelota em 0,1*m (veja Tabela 37) ml de 4gua

l

Dialisar
l: 3x10! de agua por 2-4 dias a 4oc, centrifugar, 30 min, 27.000xg, 4oc

Liofilizar o sobrenadanté

/

Pesar LPS seco

Fig. 33
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Tampio de corrida: lote HBS-EP

Chip: lote CM5

Data de imobilizagio

Reagentes

tLote de EDC, data de reconstituigio

Lote de NHS, data de reconstituigdo

Lote de etanol-amina

Data de preparagao de solugdo de carbohidrazida
Data de preparacéo de solugio de etanol-amina

LPS

Concentragio mgiml

Diluigéo antes da imobilizagédo
imobilizagdo em

Fel

Data de oxidagio, nivel de imoblilizagéo RU
Fec2

Data de oxidagéo, nivel de imobilizagéo RU
Fc3

Data de oxidagdo, nivel de imobilizacéo RU
Fc4

Data de oxidag3o, nivel de imobilizagao RU

Lavagem

3 x 5 p! de solugio de guanidina (Erro! Fonte de referéncia nao encontrada)
e 3 x 5 yl de CHAPS (Erro! Fonte de referéncia nao encontrada).

Amostra diluida com:

HBS-EP + nacl 0,85 M + CM-dextrano 1,0% + Tween 80 0,05%

Fluxo de 20 pl/min

Volume de injecéio 40ml

Anti-soros sométicos ‘O’ de Salmonella

Anti-soro diluido lote verd.
04 1:20 20+380
05 1:200 . 24400
06,7 1:20 20+380
08 1:20 204380
09 1:20 204380
010 1:20 204380
012 1:20 20+380
o1ig 1:20 204380
O poly E L20 . 20+380
O poly A-S 1:20 204380
Anti grB de salmao 1:100 44395
Anti grC de salméo 1:100 44395
Anti grD de salméo 1:100 44395
Anti grE de salmao 1:100 44395
Soros de galinha 1:50 ou 1:200
SPF-CH 1:50 64295
EIA-ST 1:50 64295
EIA-SE 1:200 1.5+300
SPA-PG 1:200 1.5+300
CH-SI 1:200 1.5+300

* 10 ! de solugao de guanidiné ((Erro! Fonte de referéncia nao encontrada) e

Fluxo de 100 pl/min

Fig. 38
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RESUMO

“METODOS PARA IMOBILIZAR UM POLISSACARIDEO SOBRE UM
CARREADOR, PARA DETERMINAR A PRESENCA DE UM
ANTICORPO DIRECIONADO PARA UM ANTIGENO DE UMA
BACTERIA GRAM-NEGATIVA EM UMA AMOSTRA, E PARA
DETERMINAR A PRESENCA DE UMA BACTERIA GRAM-NEGATIVA
EM UMA AMOSTRA, CARREADOR, COLECAO DE MICROESFERAS
OU DE GLOBULOS, BIOSSENSOR, E, SISTEMA DE DETECCAO POR
RESSONANCIA DE PLASMON DE SUPERFICIE”

A invencéo refere-se ao campo da quimica € da diagnose, mais
em particular & diagnose de infecgdes correntes e/ou passadas e/ou
assintomaticas ou de uma historia de‘ exposi¢do a uma bactéria gram-negativa
(tal como uma Enterobacteriaceae ou uma Legionella). Ainda mais
particularmente, a invengdo refere-se a sele¢do de animais ou de produtos
animais para a presenga de microorganismos indesejados / ndo desejados. A
inven¢do adicionalmente refere-se a um método para selecionar amostras para
a presenga de anticorpos direcionados contra microorganismos indesejados /
ndo desejados e preferivelmente um tal método € realizado com o auxilio de
um biossensor. A inven¢do também se refere a um método para imobilizar
polissacarideos em superficies solidas. A inven¢do adicionalmente
proporciona superficies solidas com polissacarideos imobilizados bem como

aplicagdes de tais superficies.
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