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RESUMO

Streptococcus pneumoniae é um importante patégeno humano, causador de
doencas pneumocdcicas invasivas que incluem pneumonia, meningite e bacteremia.
Responsavel por alta taxa de morbimortalidade infantil, sobretudo em paises em
desenvolvimento. O diagnostico rapido € importante para condugdo de tratamento
adequado. Testes imunocromatograficos baseados em tira, ou testes de dipstick sdo
rapidos, baratos, tém boa especificidade, dotados de simples interpretacdo e
realizacdo. Dessa forma, correspondem a étima alternativa a testes convencionais,
principalmente em paises em desenvolvimento. Detectam a presencga ou auséncia
de analitos alvos, como antigenos bacterianos. Neste estudo, foram avaliados
anticorpos monoclonais e métodos de conjugacdo com dois marcadores coloridos:
microesferas coloidais coloridas com grupos carboxila em sua superficie e
nanoparticulas de ouro coloidal. Os anticorpos monoclonais escolhidos para
conjugacdo foram anti-pneumolisina (Ply) e anti-proteina A de superficie de
pneumococo (PspA). Foram utilizados como anticorpos de captura soros policlonais
anti-Ply e anti-vacina pneumocadcica celular (WCPV). A melhor conjugacao foi obtida
com nanoparticulas de ouro coloidal, com deteccdo de antigenos bacterianos
presentes em amostras bacterianas 10’ a 10* UFC/mL, e em sobrenadante de
cultivo de S. pneumoniae sorotipo 9V, um dos sorotipos mais prevalentes. Os
resultados foram obtidos em 10-20 minutos. O dipstick avaliado pode ser
considerado promissora ferramenta de deteccdo sensivel e rdpida de antigenos de

S. pneumoniae.

Palavras-chave: Streptococcus pneumoniae; Dipstick; Anticorpos Monoclonais;

Marcadores Coloridos.



ABSTRACT

Streptococcus pneumonia is an important human pathogen, which causes invasive
pneumococcal diseases including pneumonia, meningitis and bloodstream infections.
Responsible for high rates of child morbidity and mortality, especially in developing
countries. Early diagnosis is important to lead an appropriate treatment. Strip-based
immunochromatographic tests, or dipstick tests are fast, cheap, have good
specificity, simple interpretation and performance. Thus, they correspond to the great
alternative to conventional tests, especially in developing countries. This kind of test
intends to detect the presence or absence of target analytes, such as bacterial
antigens. In this study, monoclonal antibodies and conjugation methods were
evaluated with two colored markers: dyed colloidal microspheres with carboxyl
groups on their surface and colloidal gold nanoparticles. Monoclonal antibodies
chose for conjugation were anti-pneumolysin (Ply) and anti-pneumococcus surface
protein A (PspA). Anti-Ply polyclonal sera and anti-whole cell pneumococcal vaccine
(WCPV) were used as capture antibodies. The best results were obtained with
colloidal gold nanoparticles, in which bacterial antigens were detected in bacterial 10’
a 10* CFU/mL samples and culture supernatant of S. pneumoniae serotype 9V, one
of the most prevalent serotypes. The results were obtained between 10-20 minutes.
The assessed dipstick can be considered as a promising sensitive and fast detection

tool for antigens of S. pneumoniae

Keywords: Streptococcus pneumoniae; Dipstick; Monoclonal antibodies; Colored

Markers.
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1.INTRODUCAO

Streptococcus pneumoniae, também denominado pneumococo, € uma bactéria
gram-positiva, anaerObia facultativa, catalase negativa, fermentadora de
carboidratos, que apresenta morfologia celular de cocos esféricos ou lanceolados
podendo se dispor aos pares ou em cadeias curtas. Corresponde a um
microrganismo fastidioso que requer meios de cultura enriquecidos com sangue de
carneiro ou cavalo para cultivo adequado (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER,
2010; TEIXEIRA et. al, 2015).

A bactéria se fixa as células epiteliais da nasofaringe podendo coloniza-la de forma
assintomatica, ou se espalhar para outros 6rgdos como ouvido, sinus e penetrar a
barreira das mucosas, atingir a corrente sanguinea e/ou atravessar a barreira
hematoencefélica. A transmissdo ocorre de forma direta via aerossois, e a
colonizacdo nasofaringea corresponde a um pré-requisito do desenvolvimento de
infeccdo (HENRIQUES-NOMARK; TOUMANEN, 2013). As doencas pneumocoécicas
incluem infeccdes leves como otite média e sinusite, além de infec¢des severas,
classificadas como doencas pneumocdcicas invasivas, destacando-se pneumonia,
meningite e septicemia (WHO, 2014). Os grupos de risco para infeccfes severas
correspondem a individuos imunocomprometidos, idosos e criancas menores de 2
anos. As doencas pneumocécicas sdo causas frequentes de morbimortalidade
globais, sobretudo em paises em desenvolvimento (WHO, 2014; CDC, 2017).

O Streptococcus pneumoniae €, portanto, um dos agentes etioldgicos mais comuns
em infec¢Bes bacterianas do trato respiratério adquiridas na comunidade (DULLIUS;
ZANI; CHATKIN, 2018). Um aspecto importante da epidemiologia da colonizacao
corresponde a ocorréncia frequente de co-infeccdes com multiplos patdgenos,
inclusive virais, o que potencializa o agravamento da doenca, além de dificultar
diagnéstico etioldgico e tratamento adequados. A pneumonia pneumocaocica persiste
como a maior causa de morte em criancas fora do periodo neonatal, sendo
responsavel por aproximadamente 900.000 mortes de criangas em 2013 (ROUX;
ZAR, 2017). Em 2015, estima-se que ocorreram cerca de 30.000 casos de doenca
pneumocacica invasiva, dos quais em 30% 0S pneumococos eram resistentes a um

ou mais antibidticos. Doencas pneumocécicas causadas por pneumococos



resistentes a antibioticos elevam os custos comparado a infeccbes causadas por
pneumococos hao resistentes (CDC, 2018).

S. pneumoniae apresenta varios fatores de viruléncia que desempenham importante
papel na colonizacdo, transmissdo e danos a tecidos, entre 0os quais destacam-se a
capsula polissacaridica, parede celular, citotoxina intracelular, pneumolisina (Ply),
neuraminidases, e proteinas como a proteina A de superficie (PspA) (KILIAN et. al,
2008; WAGNER-MUNIZ et. al, 2018). A capsula apresenta diversidade antigénica
que permite a diferenciacdo e identificacdo de diferentes sorotipos através de
reacoes antissoro especificas (MITCHELL; MITCHELL, 2010; TEIXEIRA et. al,
2015). Existem mais de 90 sorotipos de pneumococos identificados o0s quais
apresentam distribuicdo varidvel de acordo com faixa etaria, sintomatologia clinica,
regido geogréfica e periodo de estudo (VIEIRA et. al, 2007). Dos que causam
doencas severas, destacam-se no Brasil, os sorotipos 1, 3, 5, 6B, 9V, 12F, 14, 19A,
19F e 23F (VIEIRA et. al, 2007; YOSHIOKA et. al, 2011; DULLIUS; ZANI; CHATKIN,
2018).

A grande diversidade de sorotipos representa um importante desafio no
desenvolvimento de estratégias de controle desse patdégeno de distribuicdo global
(MELLORS et. al, 2018). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda a
inclusdo de vacinas pneumocécicas em programas de imunizacao infantil (WHO,
2014). Dentre as vacinas disponiveis destacam-se a vacina conjugada
pneumocdcica 13-valente (VCP13) e a vacina pneumocécica polissacaridica 23-
valente (VPP23). A capacidade de imunizacdo da vacina polissacaridica baseia-se
no antigeno da capsula polissacaridica, o que ndo é suficiente para gerar uma
resposta T dependente, diferentemente do que ocorre com a vacina conjugada cujos
polissacarideos estdo conjugados a proteinas transportadoras sendo, portanto,
associada a uma protecdo mais eficiente contra a doenga (DULLIUS;
ZANI;CHATKIN, 2018).

Avancos no desenvolvimento de vacinas melhoradas, altas taxas de coberturas
vacinais, melhoras no tratamento, tém gerado diminuigdes substanciais nas taxas de
mortalidade causadas por doencas pneumocécicas. Entretanto, muitos paises e
regibes apresentam caréncia de acesso desse tipo de intervencédo, sobretudo paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento (ROUX; ZAR, 2017). Limitagbes em
diagnostico convencional existentes, além de dificultar tratamento adequado,

evitando complicacdes clinicas e de resisténcia bacteriana, também impactam na
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capacidade de obtencdo de dados epidemiolégicos, bem como na avaliacdo da
efetividade de medidas profilaticas. Sugere-se que a maioria dos casos de
pneumonia de etiologia desconhecida podem ser atribuidos a infec¢cdo causada por
pneumococos. H& uma necessidade urgente da melhora de diagndstico,
principalmente testes adequados para paises em desenvolvimento, onde h& maior
impacto causado por doencgas pneumocaocicas (WERNO; MURDOCH, 2008).

Ao contrario de outros testes, o ensaio de fluxo lateral corresponde a um teste que
apresenta todos os critérios de métodos diagndsticos adequados a recursos
limitados definidos pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) os quais incluem
acessibilidade, sensibilidade, especificidade, ndo requem infra-estrutura laboratorial
e mao de obra especializada, portabilidade, resultados rapidos e robustos. Além
disso, ndo necessitam de grandes quantidades de amostra clinica, podem ser
armazenados por longos periodos de tempo e ndo precisam ser mantidos sob
refrigeracdo, sendo, portanto, ideais para paises em desenvolvimento (VIDAL;
BOULWARE, 2015; WHO, 2017). Os ensaios de fluxo lateral s&o plataformas
baseadas em tiras, também chamados de dipsticks, que se fundamentam em
procedimentos imunocromatograficos utilizando propriedades de ligacdo antigeno-
anticorpo para a deteccao de analitos especificos presentes em amostras colocadas
no dispositivo do teste, permitindo a exibicdo rapida de resultados extremamente
faceis de interpretar em apenas alguns minutos. Diversas amostras clinicas de
fluidos podem ser utilizadas como saliva, urina, suor, soro, plasma e sangue. Os
testes de dipstick, sdo bons candidatos a testes diagndsticos, além de serem
baratos, faceis de utilizar e largamente aceitaveis por usuarios e autoridades
regulatorias (CHIAO et. al, 2008; KOCZULA; GALLOTA, 2016). O ensaio pode ser
por competicdo ou indireto, no caso em que o0 analito € composto por moléculas
pequenas que apresentam apenas um determinante antigénico; ou do tipo direto, se
apresentar analitos grandes com inumeros sitios de ligacdo, como é o caso da
gonadotrofina coriénica humana (HCG) utilizada como alvo em testes de gravidez,
teste de dipstick mais comumente utilizado (KOCZULA; GALLOTA, 2016).
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2.0BJETIVOS

O presente trabalho visou continuar uma linha de pesquisa do laboratério para o
desenvolvimento de um ensaio imunocromatogréfico rapido para a deteccdo de

Streptococcus pneumoniae, como potencial alternativa aos métodos convencionais.

2.1 Objetivos Especificos

Avaliacdo de anticorpos monoclonais anti-pneumolisina recombinante :H1-42, B19-2,
E-18-7, F8-8; e anti-proteina A de superficie de pneumococo: A7-72, G15-85, H8-76,
J7-6, J8-13 por teste de imunoabsor¢cdo enzimatica (ELISA), para determinar qual
anticorpo seria melhor candidato para conjugacéo a marcadores coloridos contra 0s
respectivos antigenos em testes de dipstick.

Os dipsticks confeccionados também foram avaliados quanto a métodos de
conjugacgao com dois tipos distintos de marcadores coloridos: microesferas coloidais
tratadas com grupos carboxila e nanoparticulas de ouro coloidal.

3.METODOS

3.1 Principio do teste imunocromatografico (Dipstick)

O principio do teste é simples e se baseia ha movimentacdo, em fluxo unidirecional
continuo mantido por capilaridade, de uma amostra clinica fluida sujeita a conter o
analito de interesse suspenso em solucdo, através de componentes presentes em
tiras poliméricas do dispositivo (Figura 1), nas quais moléculas que podem interagir
com o analito estdo fixadas (CNOPS et. al, 2011; KOCZULA; GALLOTA, 2016;
KUSWANDI; GANI; AHMAD, 2017).

A amostra € aplicada na por¢do da amostra, correspondendo comumente a uma
membrana de celulose, em solugbes tampdo, visando diminuicdo de ligacdes
inespecificas com o sistema de deteccdo. Assim, a amostra migra em direcdo a
por¢do do conjugado, constituida por membrana de fibra de vidro que contém os
chamados anticorpos de deteccéo, especificos para interacdo com os analitos alvo,
conjugados a particulas coloridas. Quando ha a presencga do analito, ha formacgéo de

um imunocomplexo que segue em dire¢cdo a uma membrana porosa, geralmente de
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nitrocelulose, que apresenta anticorpos imobilizados em linhas teste e controle.
Anticorpos de captura encontram-se imobilizados na linha teste e interagem com o
imunocomplexo formado pelo anticorpo de deteccdo e analito marcado, indicando
um reconhecimento apropriado do analito presente na amostra. Imunoglobulinas
totais que interagem com excesso dos anticorpos de deteccdo, que nao interagiram
com o analito mas que também migram pela membrana, estdo fixadas na linha
controle e indicam que a amostra fluiu apropriadamente (CNOPS et. al, 2011,
KOCZULA; GALLOTA, 2016; KUSWANDI; GANI; AHMAD, 2017).

Dessa forma, a interpretacdo dos resultados € bem simplificada e se baseia na
verificacdo da presenca de linhas formadas no dipstick, sendo que linhas teste e
controle indicam um resultado positivo para a presenca do analito em questao
presente na amostra; a formagao unicamente da linha controle indica um resultado
negativo; e caso haja a formacao da linha teste mas nao do controle ou auséncia de
linhas, o resultado é considerado invalido, sendo recomendado repetir o teste
(CNOPS et. al, 2011; KOCZULA; GALLOTA, 2016; KUSWANDI; GANI; AHMAD,

2017).

Porgéo Absorvente

Linha Controle - Imunoglobulinas anti-Anticorpo de Detecgdo
Linha Teste - Anticorpos de Captura
Membrana de Nitrocelulose

Amostra contendo o analito &k

Porgéo do Conjugado - Anticorpo de deteccdo

Porgao da Amostra

FIGURA 1. Componentes do Teste Dipstick — Adaptado de CNOPS, 2011.
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3.2 Avaliacao de anticorpos monoclonais contra Ply e PspA

Foi avaliada por ensaio ELISA uma bateria de anticorpos Monoclonais (AcMo): Anti-
pneumolisina recombinante (anti-Ply) - H1-42, B19-2, E18-3, F8-8, D9-48; e Anti-
Proteina A de superficie de pneumococo (Anti-PspA) - A7-72, G15-85, H8-76, J7-6,
J8-13, contra pneumolisna recombinante (Ply), Proteina A de superficie de
pneumococo tipo 1 (PspA 1), tipo 3 (PspA 3) ou Vacina Pneumocdcica Celular
(WCPV). Esses anticorpos foram gentilmente cedidos pela Dra Farida Nato (Institut
Pasteur Paris — Plate-Forme 5,) e armazenados a -4C° até o uso.

Placas de microtitulacdo de poliestireno (Costar® 3590 da corning) foram
sensibilizadas com 10 pg/mL de Ply, PspAl, PspA3, ou WCPV a 10%° células/mL,
em tampao carbonato/bicarbonato de sdédio 0,05 M pH 9,6 (50 ul por pogo). As
placas foram incubadas a 4 °C overnight, e a seguir por 30 min, a 37 °C. Apds o
periodo de incubacéo, as placas foram submetidas a trés lavagens sucessivas com
tampdo Na:HPO4 dibasico/KHPO4 monobasico 1,5 mM, NaCl 1,37 mM, KCL 2,7
mM, pH 7,2 contendo 0,1% de Tween20. Em seguida foram adicionados 100 pl da
solucéo bloqueadora (leite desnatado Molico® 10% em agua destilada), mantendo-
se a 37 °C por 1 hora. Apés novo ciclo de lavagens, aplicou-se 50 pl por pogo de
anticorpos monoclonais em diluigcbes seriadas em tampéao fosfato salina (PBS), pH
7,4 contendo soroalbumina bovina 1% (PBS/BSA), incubando-se novamente a 37
°C, por 2 horas. Ap6s outro ciclo de lavagens, as placas foram incubadas a 37 °C
por 1 hora com conjugado anti-IgG de camundongo/peroxidase (Sigma) (1: 5000 em
PBS/BSA, 50 ul por pogo). Apds mais um ciclo de lavagens, as reagbes foram
reveladas pela adigao de 50 pl por pogo de mistura cromdgena contendo 2,0 mg de
OPD (o-phenilediamina dihidrocloreto — OPD) em 40 mL de tampao citrato fosfato
pH 5 (citrato de sddio 0,1 M/fosfato de s6dio monobasico 0,2 M) e 20 pl H202. Apés
20 minutos de incubac&do no escuro, a temperatura ambiente, as reagdes foram
interrompidas pela adicdo de 30 ul de H2SO4 4M. A absorbancia das amostras foi
determinada a 492 nm em leitor de microplacas (Multiskan EX — Labsystems
Uniscience). Foi considerado como titulo de anticorpos a reciproca de diluicdo

maxima do soro capaz de resultar em uma leitura de DO 492nm = 0,1.
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3.3 Cultivo, inativacao e lise de Streptococcus pneumoniae

A amostra de cepa trabalho contendo o sorotipo 9V foi descongelada, semeada e
isolada por técnica de esgotamento em placa de meio &gar infusdo de cérebro e
coracao (BHI) enriquecida com 5% de sangue de cavalo. A placa foi incubada em
anaerobiose, a 36°C, por 48 horas. Apd0s o crescimento, foi realizada coloracdo de
Gram para atestar a pureza dos cultivos. Feito isso, colonias isoladas foram
repicadas em 40 mL de meio liquido Todd-Hewitt (THY) e incubadas em
anaerobiose, a 36°C, por 48 horas. As bactérias foram inativadas acrescentando-se
ao cultivo formaldeido 2% e a seguir centrifugadas (10000 rpm, a 4°C, 10 min). O
precipitado ressuspenso em PBS e o sobrenadante guardado para avaliacdo nos
testes. Ambos foram estocados em tubos falcon de 50 mL e mantidos a -4°C até o
uso.

Os testes também foram avaliados com solucdes de células bacterianas lisadas.
Para a lise da bactéria, foram reservados 1 mL de cada concentrado bacteriano os
quais foram centrifugados (10000 rpm, a 4°C, 10 min), os sobrenadantes
desprezados e os precipitados ressuspensos em 1 mL do tampéo de lise contendo
lisozima (800 pg/mL). As solugbes foram homogeneizadas em vortex, por 1 minuto e
posteriormente estocadas a 4°C por 40 minutos para deixar a lisozima agir. As

solucBes foram diluidas em 2 mL de PBS antes de serem aplicadas nos testes.

3.4 Conjugacédo a Microesferas Coloidais Coloridas Estapor®

As microesferas coloidais utilizadas sdo produto registrado da Estapor® (Merck,
Damstadt, Alemanha), e possuem caracteristicas fisico quimicas estabelecidas
garantindo a validacdo do teste. A uniformidade das microesferas oferece uma
melhor estabilizacdo do imunocomplexo anticorpo/microesfera. As microesferas
utilizadas neste trabalho (Black WO K1-050) apresentam adicdo de grupos
funcionais carboxila em suas superficies.

Os AcMo Anti-Ply (E18-7) e Anti-PspA (J8-13) foram utilizadas como anticorpos
dedeteccdo conjugados as microesferas, na concentracdo final de 1mg/mL em
tampdes de adsorcdo Borato pH 8,5, 0,1 M e Salina Tamponada com Fosfato
(PBS), pH 7,4. O pH foi ajustado para 8,5 e, em seguida, as microesferas foram

adicionadas diretamente a essa solucdo de anticorpos, na proporcdo de 1%. As
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solucdes foram mantidas overnight a 4°C sob agitacdo lenta, visando a adsor¢céao dos
anticorpos as microesferas. As solucdes foram centrifugadas a 498 rpm, por 30
minutos, a 4°C. Os precipitados foram ressuspensos em tampdes de bloqueio: PBS
pH7,4, 0,5% Triton, 1% Caseina e Borato (0,1M) pH 8,5, 0,5 % Triton, 1% Caseina.
As solucdes foram transferidas para membranas de fibra de vidro, incubadas a -80°C
por 30 min e posteriormente liofilizadas.

Foram também avaliados os AcMo anti-Ply (E18-7) e anti-PspA (J8-13) como
anticorpos de deteccdo conjugados as microesferas, na concentracdo final de
1mg/mL em tampdes de adsorcdo Borato pH 8,5,0,1M e Carbonato Bicarbonato
0,1M, pH 9,2. O pH foi ajustado para 8,5, e em seguida as microesferas foram
adicionadas a essa solucao, a 2%. As soluc¢des foram mantidas overnight a 4°C sob
agitacao lenta, e posteriormente a solugao (800uL) foi centrifugada a 498 rpm, por
30 minutos, a 4°C. Os precipitados foram ressuspensos em tampdes de bloqueio:
Borato (0,1M) pH 8,5, 0,5% Triton, 1% Caseina; Carbonato Bicarbonato 0,1M, pH
9,2, 05% Triton, 1% Caseina As solucdes foram transferidas para membranas de
fibra de vidro, que foram incubadas a -80°C por 30 min e posteriormente liofilizadas

overnight.

3.5 Conjugacao com Nanoparticulas de Ouro Coloidal

Os anticorpos monoclonais Anti-Ply (E18-7) e Anti-PspA (J8-13) foram conjugados a
Nanoparticulas de Ouro Coloidal (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA ou
BBInternational,Cardiff, Inglaterra) de acordo com o protocolo de Oliver (2010) e
Rocha (2012).

3.6 Preparacao da suspenséo de ouro coloidal

Uma suspenséo de ouro coloidal a 0,01% (particulas de 20 nm de diametro), foi
ajustada para pH 9,0 com carbonato de potassio 0,1 M (K2CO3).
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3.7 Preparacao dos anticorpos de deteccédo conjugados a

Nanoparticulas de Ouro Coloidal

Os AcMo anti-Ply (E18-7) ou anti-PspA (J8-13) foram diluidos em 0,5 ml de tampéao
borato de sédio 0,2 M, NaCl 0,15 M, pH 9,0, para concentracéo final de 1 mg/ml e
dialisadas contra tampao borato de sodio 2 mM, NaCl 1,5 mM, pH 9,0, a temperatura
ambiente, por 2 horas.

A quantidade de anticorpo necessaria para estabilizar o ouro coloidal foi
determinada pela adicdo de 10 pl de diluicbes seriadas de cada anticorpo
previamente dialisado, a 100 pl de ouro coloidal, previamente distribuido em
microtubos, numa concentracao final de anticorpos de 50; 25; 12,5; 6,25; 3,15 e 1,56
pug/ml. Ap6s 10 minutos, foram adicionados 11 pl de solugéo 10% de cloreto de sodio
em todos os tubos. A quantidade de anticorpo suficiente para estabilizar o ouro
correspondeu a diluicdo em que a solucdo nédo sofreu alteracdo de cor, ja que uma
qguantidade insuficiente de anticorpo alterava a coloracdo da solucdo de rosa para
azul acinzentado.

Os anticorpos, na concentracdo Otima necessaria para eficiéncia na conjugacao,
foram adicionados gota-a-gota a 10 mL de solucdo de ouro coloidal e mantidos sob
agitacao a temperatura ambiente por 20 minutos.

O bloqueio da reacao foi feito com solucdo de BSA 10% em tampé&o borato 0,02 M,
pH 9,0, acrescentada em volume suficiente para concentracao final de 1%. Apés a
incubacdo a temperatura ambiente por 30 min, as solucbes foram centrifugadas a
15000 x g por 25 min a 4 °C e os sobrenadantes descartados. Em seguida, 0s
sedimentos foram ressuspensos em 2 mL de solucdo de BSA 2% em tampéao borato
0,01 M e centrifugados a 15000 x g por 25 min a 4 °C. Os sedimentos finais
(conjugados) foram ressuspensos em 1 mL de tampdo de armazenamento (borato
de sodio 0,01 M de BSA 3%, sacarose 3% e azida sodica 0,05%, pH 7,5) e
estocados a -80°C, por 30 minutos, e posteriormente liofilizados.

3.8 Liofilizagcdo dos Conjugados

Os anticorpos conjugados com as diferentes particulas coloidais (ouro coloidal ou

microesferas Estapor®) foram aplicados em volume de 500 pl sobre membrana de
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fibra de vidro, liofilizados por 24 horas e mantidos em estufa a 28°C até serem

utilizados nos dipsticks.

3.9 Bloqueio da Porgcdo da Amostra

A fim de diminuir interacdes inespecificas entre 0 anticorpos de captura e conjugado
na linha teste do Disptick, diferentes tampdes de bloqueio foram avaliados para pré-
tratamento dos filtros de celulose da Por¢do da Amostra: Borato (10mM) pHS8,5,
0,5% Triton, 1% Caseina; Fosfato Salina (PBS), pH 7,4, 0,5% Triton, 1% caseina,
Carbonato Bicarbonato, pH 9,96, 0,5% Triton, 1% Caseina em testes realizados com
anticorpos conjugados a Microesferas Estapor® e Borato (10mM) pH8,5, 0,5% Triton
em testes utilizando ouro coloidal.

Papéis de filtro nas dimensdes de 2,0 x 10 cm, foram embebidos em tampdes de
bloqueio, dispostos em suporte de vidro e mantidos em estufa a 28°C, por 24 horas.
Assim, as membranas tratadas foram secas e armazenadas em estufa a 28°C,

envoltas em papel aluminio até o uso.

3.10 Montagem dos Dipsticks e corrida do teste

As imunoglobulinas produzidas em camundongos (lIg) utilizadas como anticorpos de
captura nos Dispticks foram anteriormente produzidas em nosso laboratério e
armazenadas a -4C°.

Esses anticorpos foram aplicados na linha teste na Membrana de Nitrocelulose (MN)
em PBS 0,01M, pH 7,4, em uma éarea de 2,5 x 0,5 cm: Anti-Ply [4,9mg/mL]; Anti-
WCPV [4,6mg/mL] em testes com anticorpos conjugados a nanoparticulas de ouro
coloidal; Anti-Ply [Img/mL] ou Anti-WCPV [1mg/mL] em testes com anticorpos
conjugados a microesferas coloidais.

Na linha controle foi aplicada IgG total de cabra anti-camundongo (Sigma-
Alderich®) em PBS 0,01M, pH 7,4, na concentragcéo de 1mg/mL em testes utilizando
nanoparticulas de ouro; e 0,5 mg/mL em testes com as microesferas.

O dipstick foi montado fixando-se adequadamente com fitas dupla-face o filtro de
celulose para a deposicdo da amostra, sob a membrana da fibra de vidro

previamente tratada com o conjugado (anticorpo de deteccao/corante) e o filtro
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absorvente de celulose (Porcdo Absorvente) as extremidades da Membrana de
Nitrocelulose (MN) (onde os anticorpos das linhas teste e controle ja haviam sido
depositados).

As amostras utilizadas foram o sobrenadante de cultura em meio THY e amostras de
bactéria ressuspensas em PBS tratadas ou ndo com tampéo de lise, tendo como

controles negativos o meio THY e PBS, respectivamente.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar da importancia global de doencas pneumocdcicas, surpreendentemente
existem poucos avancos recentes em desenvolvimentos de diagnéstico laboratorial
da doenca. Ressalta-se a grande dependéncia de métodos microbiolégicos,
baseados em cultura e coloragédo de Gram, que apresentam dificuldades no que se
refere & qualidade de obtencdo de amostras clinicas do trato respiratorio inferior,
influéncia da antibioticoterapia, falhas de descoloracdo, e a descricdo recente da
bactéria S. Pseudopneumoniae, que apresenta potencial para ser erroneamente
identificada como S. pneumoniae ( KILIAN et. al, 2008; WERNO; MURDOCH, 2008).
A reacdo quellung, pouco utilizada atualmente, corresponde ao método mais
especifico para deteccdo de pneumococos em culturas de escarro, entretanto,
apresenta alta ocorréncia de reacfes cruzadas com polissacarideos de outros
Streptococcus, levando a resultados falso-positivos, além do fato de cepas nao
encapsuladas poderem produzir resultados falso-negativos. Outros testes comerciais
altamente sensiveis como teste de aglutinacdo, coagulacéo e hibridizacdo de DNA
correspondem a alternativas rapidas para identificagdo de S. pneumoniae, porém,
frequentemente produzem resultados falso-positivos (WERNO; MURDOCH, 2008).
Testes de deteccdo de anticorpos nunca foram amplamente utilizados, pois
apresentam problemas de baixa sensibilidade e especificidade, bem como longo
tempo de realizacdo (WERNO; MURDOCH, 2008). O mesmo ocorre para testes de
amplificacdo de &cidos nucléicos, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
gue também apresentam problema de falta de padronizacédo (LORENTE et. al, 2000;
WERNO; MURDOCH, 2008).
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O maior avanco diagndstico recente corresponde ao desenvolvimento de um teste
imunocromatogréafico rapido que detecta o antigeno polissacaridico C da parede
celular de S. pneumoniae (Binax NOW). Em amostras de urina, este teste apresenta
sensibilidade de 70-80% e especificidade maior que 90%, comparado a métodos
convencionais em adultos. Entretanto apresenta alto custo, e sua utilidade no
diagnéstico em criancas pequenas tem sido questionada devido a baixa
especificidade e alta taxa de resultados falso-positivos relatados em diversos
estudos. A vacinacdo recente também pode produzir resultados falso-positivos.
Sugere-se que este teste seja aplicado em conjunto com outros métodos. Outros
antigenos pneumococicos, em particular a Ply, tém sido investigados como
potenciais alvos para o desenvolvimento de novos testes (DOMINGUEZ et. al, 2003;
SMITH et. al, 2003; ROSON et. al, 2004; WERNO; MURDOCH, 2008).

A Ply é uma hemolisina produzida por todas as amostras clinicas de S. pneumoniae.
Outro potencial alvo é a PspA, uma proteina que faz parte do grupo de proteinas
ligadas a colina, expressa por todos 0s sorotipos de maior importancia clinica
(CARVALHO; CABRERA-CRESPO; TANIZAKI; GONCALVES, 2012; TEIXEIRA et.
al, 2015).

Assim, a escolha adequada de melhores determinantes antigénicos, anticorpos
especificos, tratamento adequado das membranas que compdem o dispositivo, e
conjugacdo a marcadores coloridos desempenham um importante papel na
determinacdo da sensibilidade do ensaio imunocromatografico (SAJID; KAWDE;
DAUD, 2015).

Neste trabalho foi realizada a avaliagdo de um teste imunocromatografico do tipo
competitivo através da selecdo de anticorpos monoclonais anti-Ply e Anti-PspA
conjugados a dois tipos de marcadores: microesferas coloidais coloridas Estapor® e

nanoparticulas de ouro coloidal.

4.1 Avaliacao de Anticorpos Monoclonais contra Ply, PspA 1, PspA 3
e WCPV

AcMo anti-Ply e anti-PspA foram avaliados por ELISA (item 3.2 de Métodos) contra
os antigenos Ply, WCPV, PspAl e PspA3. Conforme indicado na TABELA 1, todos

0os AcMo anti-PspA apresentaram boa reatividade contra os antigenos de WCPV e
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PspA3, porém nao houve reatividade contra PspAl. O AcMo J8-13 apresentou 0s
maiores titulos contra PspA3 e WCPV, e foi posteriormente utilizado como anticorpo
de deteccdo. O AcMo E18-7 apresentou os titulos mais elevados contra antigenos
Ply e WCPV (TABELA 2), sendo escolhido para ser testado em dipsticks como
anticorpo de deteccéo conjugado a microesferas Estapor e a nanoparticulas de ouro

coloidal.

TABELA 1. Titulos dos diferentes AcMo Anti-PspA contra PspA1,3 e WCPV

AcMo Anti - PspA
Coating A7-72 G15-85 H876 J7-6 J813
PspAl 0 0 0 0 0

PspA3 25600 12800 51200 51200 51200
WCPV 1280 640 1280 1280 5120

TABELA 2. Titulos dos diferentes AcMo Anti-Ply contra Ply e WCPV

AcMo Anti - Ply
Coating H1-42 B19-2 E18-7 F8-8 D9-48
Ply 40 20 5120 60 1280

WCPV 320 640 5120 1280 2560

4.2 Dipstick utilizando anticorpos Monoclonais Conjugados a

Microesferas Coloidais Coloridas Estapor®

As microesferas Estapor® sao uniformes e coradas internamente, evitando

alteracbes em sua superficie. As utilizadas neste trabalho (Black WO K1-050)
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apresentam a adicdo de grupos carboxila em sua superficie, visando a formacéo de
uma ligacédo covalente forte entre o anticorpo e a particula, por meio da formacéao de
um grupo funcional que estabilize essa ligacdo, resultante da interagdo entre a
carboxila da microesfera e grupos amino terminais da glicoproteina do anticorpo,
tornando a conjugacédo mais eficiente (GOMES; FERREIRA, 2008; MERCK, 2018).

Tendo isso em vista, a principio a conjugacao foi realizada (conforme item 3.4 de
Métodos) utilizando-se os AcMo Anti-Ply (E18-7) e Anti-PspA (J8-13) como
anticorpos de deteccao na concentracéo final de 1mg/mL em tampdes de adsorgéo:
Borato e PBS, numa concentracdo de 1% de microesferas. As membranas
aparentavam coloracdo acinzentada muito clara e a mobilidade do anticorpo
conjugado, pelos poros da membrana de nitrocelulose pareceu afetada, né&o
ascendendo de forma eficiente, formando agregados na base da Membrana de
Nitroceluloes (FIGURA 2 - i), sendo realizadas novas conjuga¢cfes em concentracao
de 2% de microesferas com os AcMo anti-Ply E18-7 e anti-PspA J8-13 na
concentragdo final de 1mg/mL em tampdes de adsorgdo: Borato e Carbonato
Bicarbonato. As membranas também foram tratadas com e sem solucbes de
blogueio, a fim de se avaliar se essas solucdes afetavam sua mobilidade. Neste
caso, ndo foi observada formacéo de linha teste e controle do dipstick, inviabilizando
o teste (FIGURA 2 - ii). Os experimentos subsequentes foram realizados com

anticorpos conjugados com nanoparticulas de ouro coloidal.

FIGURA 2. Dispticks conjugados a microesferas Estapor® em amostras de cultivo de S.
pneumoniae sorotipo 9V. (i)Anticorpo Conjugado a 1% de Microesferas: AcMo Anti-Ply (E18-7)
[Lmg/mL]/ Captura - Ig Anti-Ply [Lmg/mL] ; (ii) Anticorpo Conjugado a 2% de Microesferas: AcMo Anti-
Ply (E18-7) [lmg/mL] / Captura - Ig Anti-Ply [Img/mL]. Linha Controle - IgG anti-camundongo
[0,5mg/mL]. Controle Negativo: PBS.
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4.3 Dipstick utilizando anticorpos Monoclonais conjugados a

Nanoparticulas de Ouro Coloidal

A aplicacdo de nanoparticulas de ouro coloidal como marcadores coloridos em
ensaios imunocromatograficos € muito difundida e amplamente utilizada em diversos
estudos (CHIAO et. al, 2008; XIE et. al, 2014; VIDAL; BOULWARE, 2015).
Apresenta vantagens que incluem boa biocompatibilidade, facilidade de conjugacgéo
com material biolégico e propriedades Opticas que otimizam sua visualizagdo
(SINGH; SHARMA; NARA, 2015; SILVA, 2016). O protocolo de conjugacédo do ouro
coloidal com anticorpos de deteccdo quando comparado ao protocolo de conjugacao
com as microesferas coloridas, utilizados neste estudo, apresentou vantagens no
que se refere a menor tempo de incubagdo e melhor mobilidade do conjugado pela
membrana, ndo havendo formacdo de agregados na base do dispositivo. Foi
verificada formacéao de linhas teste e controle, indicando a viabilidade do ensaio.

A superficie da particula de ouro exibe caracteristicas eletrostaticas e hidrofébicas.
Para que haja a conjugacdo de proteinas com esse tipo de particula, as interacdes
eletrostaticas devem ser reduzidas e as hidrofébicas devem prevalecer. Para que
iSso seja possivel, ajusta-se o0 pH da nanoparticula de ouro a aproximadamente 0,5
unidade de pH acima do pl da proteina a ser conjugada, possibilitando a conjugacéo
da proteina ao ouro (JAVOIS, 1994). Neste trabalho, a conjugacao dos anticorpos de
deteccdo com nanoparticulas de ouro foi realizada de acordo com o protocolo de
Oliver (2010). O pH da suspenséao de ouro coloidal foi previamente ajustado para pH
9,0 com solucao de carbonato de potassio 0,1 M (K2COs).

As nanoparticulas de ouro necessitam de quantidade adequada de proteinas para
estabilizar em solucdes idnicas, o0 que pode ser determinado visualmente pela cor da
solugéo (ROCHA, 2012).

A fim de determinar a concentracdo de anticorpos necessaria para estabilizar o ouro
coloidal, foram realizadas diluicbes seriadas do anticorpo, adicionadas a aliquotas
de 100ul de ouro, como descrito no item 3.7 de Materiais e Métodos. Apos
incubacéo de 10 minutos e adi¢do de solucéo salina a 10%, foi possivel determinar a
concentracdo de anticorpos necessaria para estabilizar o ouro coloidal, pela
alteracdo da cor da suspensédo. Nos tubos em que a concentracdo de anticorpos foi
adequada, a solugcdo permaneceu com cor rosada. A mudanca de cor da solugéo

para azul acinzentado € indicativa de concentracdo insuficiente de anticorpos,
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tornando os coloides insaturados e instaveis, precipitando no fundo do tubo.
(OLIVER, 2010).

Neste trabalho, as melhores concentracdes para a estabilizagdo do ouro coloidal
foram 50; 25 e 12,5 para AcMo anti-Ply (E18-7); e 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,5 pg/mL
para AcMo anti-PspA (J8-13) (FIGURA 3).
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FIGURA 3. Determinagdo das melhores concentragcbes de anticorpos para a

estabilizagdo do ouro coloidal. 1-6: Diluicdo seriada de Anti-Ply (E18-7): (1) 50; (2) 25;

(3) 12,5; (4) 6,25; (5) 3,15 e (6) 1,56 pg/mL. 7-12: Diluigdo seriada de Anti-PspA (J8-
13): (7) 50; (8) 25; (9) 12,5; (10) 6,25; (11) 3,15e (12) 1,56 pg/mL.

4.4 Detecgado qualitativa e quantitativa de antigenos de S. pneumoniae por testes

de Disptick conjugados a Nanoparticulas de Ouro Coloidal

Para a andlise qualitativa na deteccdo de antigenos Ply e PspA3, foram
confeccionados Dispticks utilizando como marcador colorido nanoparticulas de
ouro coloidal conjugadas a AcMo Anti-Ply (E18-7) e Anti-PspA (J8-13) em
concentracdes de 12,5 pg/mL e 3,25 pg/mL, respectivamente. Os anticorpos de
captura utilizados nos testes foram imunoglobulinas de camundongo Anti-Ply
com concentragdo de 4,6 mg/mL e Anti-WCPV com 4,9 mg/mL. Na linha teste do
dispositivo foi imobilizada a IgG anti-mouse em concentracdo de 1 mg/mL.

Um primeiro ensaio foi conduzido utilizando como amostras de cultivo de S.
pneumoniae sorotipo 9V ressuspenso em PBS. Esse sorotipo foi escolhido por
estar entre os principais sorotipos que circulam no Brasil, prevalece em casos de

pneumonia e bacteremia pediatricos, e também esta associado a resisténcia a
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antibiéticos (FREIRE, 2002; DAGAN, 2009; YOSHIOKA et. al, 2011; DULLIUS;
ZANI; CHATKIN, 2018 ) O PBS foi utilizado como controle negativo. O resultado
foi obtido em cerca de 20 minutos (Figura 4), com a formacao de linha controle
em todos os testes, validando o ensaio. N&o houve detec¢cdo dos antigenos em

solucéo.
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FIGURA 4. Deteccdo Qualitativa de amostras de cultivo de S. pneumoniae (sorotipo 9V). Controle
Negativo: PBS. (i) Conjugado - AcMo Anti-Ply (E18-7)[12,5ug/mL])/ Captura — Ig Anti-Ply [4,6
mg/mL]; (i) Conjugado - AcMo Anti-Ply (E18-7)[12,5ug/mL] / Captura - Ig Anti-WCPV [4,9 mg/mL]; (iii)
Conjugado - AcMo Anti-PspA (J8-13) [3,5ug/mL] / Captura - Ig Anti-Ply [4,6 mg/mL] ; (iv) Conjugado -
AcMo Anti-PspA (J8-13) [3,5ug/mL] / Captura - IgAnti-WCP [4,9 mg/mL]; Linha Controle - IgG anti-

camundongo [1 mg/mL].

Foram realizados ensaios com amostras de sobrenadante de cultivo da bactéria e
com amostras de cultivo de S. pneumoniae tratadas com tampéo de lise (FIGURA
5). Nesses ensaios, os dipsticks confeccionados com AcMo anti-Ply (E18-7) e anti-
PspA (J8-13) conjugados a nanoparticulas de ouro coloidal foram capazes de
detectar antigenos presentes em amostras de cultivo de S. pneumoniae sorotipo 9V
guando tratadas com tampao de lise (Figura 5: v-viii), e em sobrenadantes de cultivo
(Figura 5 i-iv), sugerindo que fatores inerentes ao dispositivo quanto a escolha e
tratamento dos seus componentes, e a propria caracteristica da amostra testada
podem influenciar na detec¢éo do antigeno (SAJID; KAWDE; DAUD, 2015).
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FIGURA 5. Deteccdo Qualitativa de antigenos presentes em sobrenadante de cultivo de S.

pneumoniae (sorotipo 9V). Controle Negativo: Meio THY. (i) Conjugado - AcMo Anti-Ply (E18-
7)[12,5ug/mL]/ Captura - Ig Anti-Ply [4,6 mg/mL]; (ii) Conjugado - AcMo Anti-Ply (E18-7)[12,5ug/mL] /
Captura: Ig Anti-WCPV [4,9 mg/mL]; (iii) Conjugado - AcMo Anti-PspA (J8-13) [3,5ug/mL] / Captura -
Ig Anti-Ply [4,6 mg/mL] ; (iv) Conjugado - AcMo Anti-PspA (J8-13) [3,5ug/mL] / Captura - Ig Anti-WCP
[4,9 mg/mL]; Deteccdo Qualitativa de antigenos presentes em amostras de S. pneumoniae (sorotipo
9V) tratadas. Controle Negativo: PBS. (v) Conjugado - AcMo Anti-Ply (E18-7)[12,5ug/mL]/ Captura -
Ig Anti-Ply [4,6 mg/mL]; (vi) Conjugado - AcMo Anti-Ply (E18-7)[12,5ug/mL] / Captura - IgAnti-WCPV
[4,9 mg/mL]; (vii) Conjugado - AcMo Anti-PspA (J8-13) [3,5ug/mL] / Captura - IgAnti-Ply [4,6 mg/mL] ;
(viii) Conjugado - AcMo Anti-PspA (J8-13) [3,5ug/mL] / Captura - Ig Anti-WCP [4,9 mg/mL]. 1gG Anti-

camundongo [1mg/mL].

A Ply corresponde a uma proteina intracelular liberada pela bactéria, principalmente
guando sofre acao de autolisinas (MARTNER et. al, 2008). A PspA € uma proteina
que faz parte do grupo de proteinas ligadas a colina, expressa por todos 0s
sorotipos de maior importancia clinica, possui importante papel na patogénese de
doencas causadas pela bactéria, sobretudo quanto a inibicdo do sistema
complemento do hospedeiro. Essa proteina é classificada em 3 familias e 6 clados
distintos baseado na sequéncia de alinhamento dos aminoacidos de diferentes
cepas de S. pneumoniae (MITCHELL; MITCHELL, 2010; CARVALHO;
CABRERACRESPO; TANIZAKI; GONCALVES, 2012).

Quando a amostra de células é tratada com tampé&o de lise, o rompimento celular

libera maior quantidade de Ply, e PspA fica livre em solu¢cdo, aumentando sua
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possibilidade de contato para interacdo com os AcMo. Esses antigenos também
devem ser liberados e ficam em suspensdo quando a amostra € centrifugada.

Também foi analisado o limite de deteccdo do dipstick, em amostras de
S.pneumoniae tratadas com tampé&o de lise e ressuspensas em PBS. Para tal a
bactéria S. pneumoniae sorotipo 9 V foi cultivada, quantificada, tratada com tampéao
de lise, e ressuspensa em PBS. O dipstick foi capaz de detectar células de S.

pneumoniae em concentracdes de até 10* UFC/mL (Figura 6).

107 10° 10° 10¢ 10° ()

FIGURA 6. Limite de detec¢édo de S. pneumoniae por teste de Dipstick. Anticorpo Conjugado - AcMo
Anti-PspA (J81-3) [3,5ug/mL] / Anticorpo de Captura - Ig Anti-WCPV [4,9 mg/mL]. IgG Anti-
camundongo [1mg/mL]. Amostra: cultivo de S. pneumoniae sorotipo 9V: 107, 108, 105 10* e 103
UFC/ml em PBS. Controle Negativo PBS.

5.CONCLUSOES

Os testes de dipstick avaliados neste estudo utilizando anticorpos conjugados a
nanoparticulas de ouro coloidal como marcadores coloridos apresentaram melhor
mobilidade que os testes com anticorpos conjugados a microesferas Estapor®, em
gue houve formacédo de aglomerados na base do dipstick.

Os dispticks conjugados com nanoparticulas de ouro coloidal foram capazes de
detectar antigenos presentes em amostras da bactéria, em um limite de 107 a 10*
UFC/mL, e em sobrenadante de cultivo de um dos sorotipos mais prevalentes em
doencas pneumocdcicas invasivas pediatricas. O disptick avaliado pode ser
considerado uma ferramenta promissora para deteccéo rapida de S. pneumoniae.
No préximo passo, o dipstick sera avaliado em amostras clinicas de urina.

O desenvolvimento de um teste diagnéstico rapido, sensivel, e acessivel

corresponde a uma importante alternativa aos meétodos tradicionais, além de
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compreender critérios importantes principalmente para paises em desenvolvimento
onde ha uma maior incidéncia de casos de doencas pneumocdcicas, auxiliando no

diagndstico, e em estudos epidemiolégicos e profilaticos do agente etiolégico.
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