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apresenfacAo

As doencas causadas por virus tém provocado redugdo da
produtividade das lavouras de soja e, consequentemente, perdas econémicas
importantes. Ndo raro, o diagndstico das doengas virdticas exige o uso de
técnicas especiais devido as prdprias caracteristicas desses patogenos.

A sorologia é uma dessas técnicas que vem sendo usada, ha varios
anos, com sucesso por ser sensivel, prdtica e rdpida. Entretanto, ainda faltam
conhecimentos bdsicos, os quais sdo necessdrios para avaliar seus resultados
e obter conclusdes precisas.

Procurando minimizar esse problema, o Centro Nacional de
Pesquisa de Soja tem contribuido, através de publicagdes e treinamentos a
pesquisadores, técnicos agricolas, laboratoristas e estudantes universitarios,
de graduagdo e pos-graduagdo nesta drea e diversas outras dreas do
conhecimento.

Este documento, que resume informagdes uteis sobre as técnicas
soroldgicas tradicionais e avangadas, estendendo-se por detalhes afetos a
outras dreas de pesquisa, dentro da fitopatologia, procura facilitar a tarefa do
CNPSo. Diversos exemplos nele incluidos séo resultados de pesquisa propria,
mas também sdo citadas vdrias obras da literatura.

Deste modo, associada a preocupagdo de gerar tecnologia a
agricultura brasileira, o CNPSo compromele-se, também, com a difusdo de
conhecimentos da pesquisa basica.

José Francisco Ferraz de Toledo
Chefe do CNPSo
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Nng()es de sorologia aplicadas
 fitovirologia

1. Infroducdo

A descoberta de que os animais, quando infectados, produzem
substancias capazes de reagir contra um agente infeccioso, podendo paralisar
ou reduzir a infecgdo, permitiu o desenvolvimento da sorologia.

Os mecanismos imunoldgico e soroldgico tém sido utilizados,
rotineiramente, na pesquisa agropecudria, auxiliando a diagnosticar os agentes
infecciosos, determinar o relacionamento entre véarios microrganismos ou
substancias quimicas, determinar sua concentragao € ainda detectar a presenga
de diversos compostos antigénicos em cortes histoldgicos ou em extratos de

tecidos vegetais.

Este trabalho pretende demonstrar a utilidade da sorologia, em varios
campos de pesquisa, especialmente em fitovirologia e auxiliar aqueles
interessados no assunto, descrevendo métodos de uso rotineiro e fornecendo-

lhes citagdes bibliograficas.
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2. Aspectos Imunologicos

De acordo com aqueles envolvidos no campo da imunologia, a principal
fungdo do sistema imunologico € a de proteger os animais de infecgGes
causadas por agentes estranhos ou de toxinas produzidas por esses agentes.
Essa constante vigildncia é executada através de células especificas, bem como
por proteinas denominadas anticorpos.

Segundo Harlow & Lane (1988), os diferentes mecanismos de defesa
podem ser agrupados em duas categorias:

1- imunidade ndo adaptativa: células do sistema imunolégico animal
respondem, ndo especificamente, contra células invasoras, através dos
macréfagos (fagocitose), através de células lacrimais (lisozimas) ou de
células causadoras de lise. Neste caso, repetidas exposigdes a organismos
infecciosos ndo aumentam a imunidade ndo adaptativa; e

2- imunidade adaptativa: células, denominadas linfécitos, atuam contra
determinadas moléculas. Os linfécitos possuem, na sua superficie celular,
estruturas especificas denominadas receptores que servem como ligagdo as
moléculas invasoras. O contacto com estas moléculas induz a uma resposta
imune especifica e duradoura.

As substincias capazes de induzir a resposta imune sdo denominadas
antigenos e podem ser proteinas, carboidratos, lipidios e 4cidos nucléicos
(Clausen 1988). Pequenas moléculas (haptenos) ndo induzem a resposta imune
mas podem fazé-lo se liga{das a macro-moléculas, que auxiliam nessa fun¢#o.

No organismo humano ha cerca de 10 bilhdes de linfécitos que se
originam na medula éssea (Harlow & Lane 1988). Os linfdcitos estdo
distribuidos em todo o corpo e permitem resposta imediata & infecgdo em
qualquer lugar. Os linfocitos sdo divididos em trés grupos basicos: células B,
células T e células T-auxiliares. Todos os trés tipos possuem receptores, na sua
superficie, que se ligam a antigenos especificos. As células B sd¢ responsaveis
pela produgio de anticorpos. As células T (citotoxicas) causam a lise de células
invasoras ou estranhas ao organismo animal. As células T-auxiliares controlam
a agdo das células B e T. Nos mamiferos, os linfécitos B (LB) se diferenciam

- o .

na medula 6ssea enquanto os linfécitos T (LT) se diferenciam no timo. Nas
aves, as células precussoras dos linfocitos B migram para um o6rgdo junto a
cloaca, denominado bolsa de Fabricius, onde se diferenciam em LB. Na
verdade, a designagdo dos linfocitos em T e B, se deve a terminologia inglesa{:
"Timo dependent” e "Bursa dependent" ( Klein 1990).

Os linfécitos T ndo produzem imunoglobulinas mas estimulam a
produgdo de LB. Apos entrarem em contacto com o antigeno, os LT liberam
vérias substancias com diferentes atividades biologicas, dentre elas, aquelas
que estimulam a diferenciagdo dos LB em plasmocitos, uma célula capaz de
sintetizar grande quantidade de anticorpos. Resumidamente, a resposta do
sistema imunolégico, & infecgdo, ocorre do seguinte modo:

1. os antigenos, apds ultrapassarem a primeira barreira de defesa (pele), sdo
capturados pelos macrofagos (células fagociiérias mononucleares) que
exteriorizam, na sua superficie, a estrutura do antigeno (epitopo) que sera
reconhecida pelo linfécito T auxiliador, ativando-o;

2. os linfécitos T-auxiliares (uma sub-populagdo dos LT), quando ativados,
auxiliam na multiplicagdo e diferenciagéo dos LB, especificos para aquele
antigeno, em células-memoria e plasmocitos produtores de anticorpos; e

3. os anticorpos reconhecem o antigeno especifico e o "marcam", para
posterior destruigdo pelos macrofagos.

As células-memoria, quando sensibilizadas pelo antigeno especifico que
as originaram anteriormente, estimulam rapidamente a produgdo de
imunoglobulinas.

Esse mecanismo é demonstrado, resumidamente, nd Fig. 1.
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Fig. 1. Mecanismos de formagio de anticorpos segundo Tonegawa (1985).
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3. Anticorpos

O sangue de animais imunizados com um determinado antigeno, contera
anticorpos que reagirdo com esse antigeno.

Apbs a coagulagdo e a retirada das células e de substincias responsaveis
pela coagulagdo (fibrinas, plaquetas e varios cofatores) resta um liquido,
levemente alaranjado, denominado soro, o qual contém os anticorpos. As
proteinas do soro, quando submetidas a eletroforese, subdividem-se em dois
grupos: albuminas e globulinas tipos alfa, beta e gama. A atividade do
anticorpo encontra-se, principalmente, na fragdo gama que ¢ conhecida como
gamaglobulina ou imunoglobulina, que é produzida no tecido linfatico.

Rodney Porter (1962), citado por Roitt et al. (1989), prop0s a estrutura
da imunoglobulina como sendo uma molécula constituida por duas cadeias
leves (peso molecular de 25 Kdal) e duas cadeias pesadas (peso molecular de
50 Kdal), ligadas entre si por pontes de dissulfeto e for¢as ndo covalentes
possuindo, portanto, um peso molecular (PM) total de 146 Kdal (Fig. 2).

As imunoglobulinas podem ser separadas, através de suas propriedades
fisico-quimicas e imunolégicas, em cinco classes denominadas IgA, IgD, IgE,
IgG e IgM. A concentragdo das imunoglobulinas D ¢ E no soro sanguineo €
muito baixa e, por isso, nio sdo consideradas para os propositos dos testes
sorologicos. A imunoglobulina G (IgG) constitui 83% do total das
imunoglobulinas encontradas no soro humano (Clausen 1988) e ¢ considerada
a mais importante no processo imunolégico (Tabela 1). No entanto, a IgMéa
primeira a ser sintetizada como resposta imunoldgica, sendo depois
ultrapassada, em concentragdo, pela IgG.

As imunoglobulinas sdo glicoproteinas. O teor de carboidratos da IgG
varia de 2% a 3%, enquanto que na IgD pode chegar a 14%. Segundo Steward
(1984), o carboidrato liga-se as cadeias pesadas, através de ligagBes covalentes,
com a asparagina (ocasionalmente com serina ou treonina). A fungdo do
carboidrato é aumentar a solubilidade das imunoglobulinas e protegé-las de
degradagéo.

Os anticorpos sdo especificos, reagindo apenas com 0s antigenos que
possuam determinados sitios na sua estrutura, denominados determinantes
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Fig. 2. Representagio diagramatica da molécula de imunoglobulina G.

TABELA 1. Caracteristicas das principais imunoglobulinas segundo Regenmortel

(1982)
Peso Concentragdo
(Kda) %
IgG 146 70 - 83
IgM 970 10
IgA 385 15-20
IgD 184 <1
IgE 184 <1
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antigénicos ou epitopos. Cada molécula do anticorpo tem dois ou mais sitios.
de ligagdo, denominados paratopos. Cada paratopo reconhece am unico
epitopo, ou determinante antigénico, do antigeno. Este topico serd mais
amplamente discutido no item 4.

Os anticorpos produzidos contra um determinado antigeno podem,
muitas vezes, interagir com antigenos diferentes devido a semelhanga entre os
epitopos presentes nessas moléculas, o que ¢ conhecido como reagéo cruzada.
Este fato é comumente observado em antissoros produzidos contra fungos e
bactérias, visto que, diferentes espécies desses organismos possuem epitopos
idénticos, originando anticorpos semelhantes.

A ligagdo anticorpo-antigeno ¢ feifa através de diferentes ligagdes ndo
covalentes, tais como: pontes de hidrogénio, forgas de Van Der Waals e
ligagdes hidrofobicas. Segundo Harlow & Lane (1988), pequenas alteragdes na
estrutura de um antigeno podem reduzir, em até mil vezes, a forga de ligagdo
do complexo antigeno-anticorpo.

Os sitios de ligagdo da molécula de imunoglobulina localizam-se na
regido de ligagdo da cadeia leve com a porgao N-terminal da cadeia pesada. A
porgdo C-terminal das duas cadeias pesadas juntam-se e formam a fragdo Fc.
As extremidades de cadeias leves e pesadas, na regido N-terminal, s@o
extremamente variaveis quanto a seqiiéncia de aminoacidos (Fig. 2). Esta
variagdo esta intimamente relacionada ao sitio ativo de ligagdo com o antigeno.

A regido variavel da fragdo Fab das imunoglobulinas (ver Fig. 2), esta
intimamente relacionada com a formagéo do sitio de ligagdo que se une a0
determinante antigénico. Segundo Mernaugh et a.. (1990) a porgdo N-terminal
de ambas as cadeias do fragmento Fab, contém trés sitios de ligag@o, cada um,
constituido por uma sequéncia muito variavel de aminoécidos. Essas regides,
bem como aquelas que as cercam, sdo responsaveis pela ligagdo com 0
antigeno. As demais regides da molécula sdo menos variaveis e sdo designadas
regides constantes.

Segundo Roitt et al. (1989), estudos de cristalografia, feitos a partir de
analises de raio X, demonstraram que as regides mais variaveis, localizadas nas
extremidades dos "bragos" das fragdes Fab, interagem com 0s antigenos. Essa
interagdo ocorre através da formag@o de multiplas ligagdes ndo covalentes
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entre o antigeno e os aminoécidos da fragdo Fab, embora outras ligagdes,
consideradas fracas, como-pontes de hidrogénio, forga eletrostatica e forga de
Van Der Walls, estejam envolvidas. O somatério delas fornece consideravel
forga energética de ligagdo.

Quando a IgG ¢ tratada com papaina, ocorrera a hidrélise da molécula
com produgdo de trés fragmentos. Dois desses fragmentos possuem tamanho
igual e sio formados por segmentos das cadeias pesada e leve (Fig. 3). Séo
designados fragmentos Fab ("antigen-binding fragments"). O terceiro
fragmento, denominado Fc ("crystallizable fragment"), ¢ constituido pela
cadeia pesada e ndo se liga a nenhum antigeno.

A regido Fab, da IgG, est4 relacionada a ligagdo com o antigeno. A
regido Fc intermedia outras fungdes como a transmissdo placentaria e a liga¢@o
a superficie de células nas quais se encontram os receptores de Fc (Roitt et al.
1989).

Quando a IgG é tratada com pepsina, sua molécula € também
hidrolisada, produzindo, no entanto, dois fragmentos Fab, ligados por pontes
de dissulfeto, além do fragmento Fc. Neste caso, os fragmentos Fab sdo
denominados F(ab'"), (Fig.3).

O tratamento de IgG com papaina ou pepsina produz fragmentos que sdo
muito Gteis em testes sorolégicos (ELISA indireto) os quais serdo discutidos
posteriormente (item 7.2.2.1).

Uma proteina, denominada proteina A, isolada de Staphylococcus
aureus, possui alta afinidade pela regido Fc da IgG (Regenmortel 1980). Esta
caracteristica é utilizada numa variagdo do teste de ELISA e sera descrita no
item 7.2.2.2.

-15-
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Fig. 3. Molécula de imunoglobulina G tratada com pepsina ou papaina,
mostrando a formagio das fragdes Fab e F(ab),.
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4. Determinantes anfigénicos

Deterthinadas moléculas (antigenos) possuem, na sua estrutura, regides
capazes de induzir a formagao de anticorpos e que sdo chamadas determinantes
antigénicos ou epitopos. A reagdo entre o antigeno e o respectivo anticorpo €
muito especifica, originando a complementariedade tipo chave (antigeno) e
fechadura (anticorpo). Um epitopo possui estrutura tridimensional, comple-
mentar aquela do sitio de ligagdo do anticorpo. Os epitopos constituem o sitio
de acoplamento entre o linfécito especifico daquele epitopo e o sitio do
antigeno para o qual determinado anticorpo foi formado. Assim, cada molécula
de anticorpo ¢ especifica para o epitopo do antigeno ao qual se liga. No caso
de proteinas, o tamanho do epitopo corresponde a poucos (cinco a sete)
residuos de aminoacidos (Regenmortel 1982).

E comum considerar-se dois tipos de epitopos: sequencial e confor-
macional (Sela et al. 1967). O epitopo sequencial consiste na seqiiéncia de
cinco a sete residuos de aminoacidos na forma estrutural nativa da proteina
(Fig. 4).

O determinante conformacional € constituido por um niimero de residuos
de aminoacidos que se encontram no interior da estrutura da macromolécula.
Assim, anticorpos produzidos contra um determinado tipo de epitopo ndo
reagem contra outro epitopo diferente. Isto ocorre, por exemplo, quando um
anticorpo produzido contra uma proteina nativa deixa de reagir com a mesma
proteina, quando ¢ desnaturada e tem sua conformagio estrutural alterada.
Neste caso, esta proteina podera (se injetada em um animal) induzir a produgédo
de outros anticorpos diferentes, visto que, outros determinantes sdo formados.
Estes determinantes sdo conhecidos como criptotopos e somente tornam-se
ativos quando o antigeno ¢ tratado com substincias que o desnaturam,
exteriorizando uma regido da estrutura que ndo estava a mostra. Ha casos em
que o tratamento do antigeno induz a formagdo de novos determinantes
antigénicos, os quais sdo denominados neotopos.

Fig. 4. Estrutura tridimensional da mioglobina. Os sitios antigénicos
correspondem 2as regides escuras. Os nimeros representam 0s
residuos de aminoacidos da proteina e correspondem as
extremidades dos diferentes epitopos. (Regenmortel 1982).

5. Producdo de antissoros

Os procedimentos para obtengdo de antissoros sao muito varidveis e
dependem dos objetivos da pesquisa.

Como o objetivo principal é o diagndstico ou o estudo de ﬁtoYiroses,
utilizar-se-4, para exemplificar, a produgéo de antissoros para virus purlf.'lcac.lo.s_
de plantas. Em alguns casos, entretanto, utilizou-se também proteina§ miceliais
e proteinas oriundas de poliedros de baculovirus. O animal escol.hldo para a
produgdo de antissoros foi o coelho, embora galinhas, ratos e cobaias tam‘bém
possam ser utilizados (além de cavalos, cabritos, etc.). Os coelhos permitem
retirar quantidade suficiente de sangue, além de serem de facil manuseio.
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A qualidade do antigeno é muito importante. Sua pureza e integridade
estrutural devem ser, sempre, consideradas para evitar reagdes espurias que
possam, no futuro, comprometer a interpretagdo dos resultados, dificultando
as conclusdes.

Apb6s a inje¢do do antigeno, ocorrem diferentes reagdes no sistema
imunoldgico do animal, culminando com a produgdo de anticorpos. A primeira
reacdo, denominada resposta primaria ¢, normalmente, uma reag@o fraca mas
que deixa o organismo animal "alertado" para subsequentes exposigdes ao
mesmo antigeno. A segunda resposta é muito mais rapida e produz maior
concentragdo de anticorpos. Em resumo, ap6s a primeira injegdo, ocorre um
periodo latente antes que qualquer anticorpo aparega no sangue. Em seguida
ocorre um aumento do titulo (concentragdo do anticorpo) com subsequente
declinio. A este fato, denomina-se resposta primaria. Quando uma segunda
inje¢do € ministrada, havera um aumento rapido do titulo, cerca de 10 a 100
vezes acima daquele observado na primeira injecdo, constituindo-se na
resposta secundaria (Fig. 5).
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Fig. 5. Respostas primaria e secundaria de anticorpos, apos as injecdes de

antigeno em coelhos. As setas indicam a primeira e segunda
injegdes.
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5.1. Imuniza¢ao

Os esquemas de imunizagdo sdo extremamente varidveis. Alguns
pesquisadores fazem combinagbes de injegdes intramusculares (IM) e
subcutineas (SC) ou intradérmicas (ID). Ha observagdes segundo as quais a
produgdo de anticorpos (AC) € maior com injegdes por via IM ou SC;
intermediaria, por via intraperitoneal (IP); e menos efetiva pela via ID.

Injegdes intravenosas podem causar choque anafilatico e, portanto, ndo
sdo recomendaveis. Entretanto, quando se faz necessario a utilizagdo dessa via,
o antigeno ndo pode conter adjuvante.

Adjuvantes sdo reagentes quimicos tais como 6leo mineral e hidréxido
de aluminio, que protegem o antigeno de um catabolismo répido (Herbert
1978). Uma segunda fungdo do adjuvante ¢ estimular a resposta imune,
aumentando a fagocitose e, consequentemente, o teor de linfocinas. As
linfocinas sdo substancias que provocam a reagdo inflamatéria no local da
inje¢do. No caso do adjuvante completo de Freund, o componente ativo e
responsavel pelo auxilio & infecgdo é encontrado em Mycobacterium
tuberculosis e denominado MDP (muramil dipeptidio). Esse adjuvante
injetado (previamente misturado com o antigeno) induz a inflamagéo local,
com proliferagdo de macréfagos que, entrando em contacto com o antigeno,

estimulardo os linfocitos B a produzirem os anticorpos (Ac).

Em geral, o adjuvante completo deve ser somente utilizado na primeira
injecdo e nunca deve ser utilizado em injegdes intravenosas (IV). As injegdes
IV podem causar embolia pulmonar e choque anafilatico nos animais.
Qualquer toxina, para a qual se pretende obter um antissoro, € perigosa quando
aplicada pela via IV. O soro fisioldgico e as condigdes adequadas de salinidade
devem ser usadas, sempre que possivel.

O adjuvante completo ou incompleto de Freund e o antigeno devem ser
misturados na proporgdo de 1:1, antes da inje¢do. Essa mistura deve ser feita
usando-se seringa com agulha grossa (BD 15). Quando uma gota dessa mistura,
colocada na superficie da 4gua, ndo se dissolver, indica o ponto ideal de
mistura para a injegdo nos animais, utilizando agulha de calibre mais fino, tipo
BD 25x7. Injegdes subsequentes, denominadas inje¢des de estimulo
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("booster"), sido aplicadas quando se observa declinio na concentragdo de
anticorpos e utilizadas para aumentar o titulo do antissoro. Nao devem conter
adjuvante.

De acordo com Harlow & Lane (1988), a escolha da via de imunizagao
depende de varios fatores:

1. volume a ser injetado;
2. tampdo e outros componentes a serem utilizados; e

3. rapidez da resposta imunologica e, consequentemente, da liberagdo do
antigeno no sistema circulatorio.

Em fitovirologia ha varias técnicas de imunizagdo descritas e alguns
exemplos sdo dados a seguir:

a) IM 1 més > IM 3 semanas > sangria (Purcifull & Hiebert 1979);

b) IM 7-10 dias > IM 7-10 dias > IM 10-15 dias > sangria (Lima et al.
1979); e

c¢) IM 14 dias > IM 28 dias > Intra-venosa > 14 dias » IM 21 dias >
sangria (Agraval & Maat 1964).

Outros exemplos, oriundos de trabalhos conduzidos no CNPSo sio:

a) IM 7 dias > IM 14 dias > sangria (antissoro produzidos contra
lipoxigenase); e

b) IM 7 dias > IM 14 dias > sangria (antissoro produzido contra proteinas
de baculovirus).

Uma outra opgéo, consiste na inje¢do no linfondédulo da pata, conforme
descrigdo de Oliveira (1975). O autor observou que uma unica injegdo induziu
resposta imunolégica mais rapida do que aquelas obtidas em outros esquemas
aplicados em trabalhos similares.

Inje¢des intramusculares sdo adequadas para antigenos misturados a
adjuvante completo. Inje¢Oes subcutineas tém resposta imunoldgica mais lenta
do que intramusculares, sendo recomendadas como "booster". De acordo com

T.ijessen (1985) ndo houve vantagem em fazer injegSes subcutineas em
diferentes pontos da pele.

-2 -

A maioria dos pesquisadores aplicam de 1 mg a 10 mg de virus por
injecdo. De acordo com Regenmortel (1982), néo ha correlagdo entre injegdes
com concentragdes elevadas de virus e antissoro com titulo alto. Por questdo
de seguranga, a maioria dos pesquisadores aplicam concentragdes acima do
necessario, para indugdo imunolégica. Segundo Hildebrand & Hymowytz
(1981), duas injegdes, com 5 mg de lipoxigenase, aplicadas subcutaneamente
no pescogo de coelhos, foram suficientes para produgdo de antissoro com titulo
satisfatorio.

Em experimentos conduzidos no CNPSo - EMBRAPA, com fungos €
virus, as doses tém sido de 10 mg/ml de proteina micelial, 0,5 mg/ml de
proteina de poliedros desnaturados e 0,5 mg/ml a 1 mg/ml de virus de plantas.
A produgdo de massa micelial e a separagdo de antigenos especificos por
eletroforese constam dos Anexos I e II. A produgdo de células bacterianas, a
imunizagdo e a obtengdo de antissoro, encontram-se descritas no Anexo III.

No caso de bactérias fitopatogénicas, Nakashima & Nydegger (1986)
obtiveram antissoro contra Pseudomonas solanacearum utilizando suspensio
de 10° células por ml, emulsificada em igual volume de adjuvante completo de
Freund, injetando de 1 ml a 2 ml por vez. O teor de proteinas pode ser
facilmente determinado pelo método de Bradferd (1976) (Anexo V).

Fica claro, pelos exemplos dados, que a dose 6tima de antigeno a ser
injetada é variavel e nem todas as macromoléculas sdo imunogenos eficientes
e tém dificuldades para induzir a produgdo de anticorpos. Assim sendo, 0s
testes de doses e o uso de adjuvantes podem auxiliar nesta fung@o.

Ha relatos orientando para que se evitem inje¢des nas patas dos animais,
devido aos ferimentos causados e por existirem opgdes menos injuriantes.
Nunca é demais lembrar que todos os cuidados devem ser adotados, de
modo a reduzir, a0 maximo, o desconforto e a dor dos animais utilizados.

A obtengdo do sangue, em coelhos, é normalmente feita através de
pequena incisdo transversal da veia marginal da orelha (Fig. 6).

A coleta de sangue, na veia marginal das orelhas do coelho, pode ser
iniciada a partir da terceira injegdo (cerca de duas a trés semanas apos a
primeira inje¢do), acompanhada de testes sorologicos para determinagio do
titulo. Normalmente, utiliza-se o teste de microprecipitina, mas pode-se
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Fig. 6. Esquema de distribui¢io das veias na orelha de coelhos. A
numeracio sugere a seqiiéncia de cortes da veia marginal para a
coleta de sangue.

também utilizar o teste de difusdo dupla em agar. Os animais devem ficar em
jejum, por 12 a 15 horas, antes da sangria, porém com acesso a agua, para
reduzir o teor de lipidios no soro.

Retiram-se de 5 ml a 10 ml de sangue por animal, apenas para avaliagdo
do titulo. Amostras maiores (20 ml a 40 ml) serfo retiradas quando o titulo for
adequado, em intervalos de sete a dez dias.

Um modelo de ficha para controle dos testes de imunizagdo de animais
¢ apresentada no Anexo V.

O animal deve ser colocado dentro de uma pequena caixa de madeira,
com o pescogo sob uma guilhotina mével para sua imobilizagdo (Anexo VI).

Inicialmente, raspa-se o pélo da regido a ser seccionada. Cobre-se a pele
com uma fina camada de vaselina, para evitar a coagulagdo rapida do sangue
e infiltragdo nos pélos adjacentes & incisdo. Nao aplicar no local da inciséo,
mas ao redor do local da mesma. O corte ¢ feito transversalmente a veia e
coleta-se cerca de 20 ml a 30 ml de sangue. A base da veia, junto a cabega do
coelho, deve ser pressionada para que o sangue venoso ndo retorne. A
aplicagdo de xilol, aplicado na ponta da orelha auxilia no fluxo sangiiineo pois
causa dilatagio das veias. Outra opgéo ¢ cobrir a orelha do coelho, por alguns
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minutos, com uma toalha aquecida para causar dilatagado das veias marginais.
Imediatamente ap0s a coleta do sangue, deve-se lavar bem o local de aplicagio
de xilol com agua. Para interromper 0 sangramento, deve ser aplicado sobre o
corte um chumago de algoddo com vaselina, sob pressdo. Se persistir o
sangramento, deixar o animal na caixa e prender o algoddo com vaselina, com
um grampo ("clips") por alguns minutos. Retirar quando o animal for
transferido para sua gaiola.

Apbs ser coletado num béquer de vidro, 0 sangue ¢ deixado a
temperatura de 37°C por 1 h. A seguir, desloca-se o codgulo com uma espatula
de vidro. A amostra ¢ entdo transferida para um refrigerador onde permanecera
por 12 a 16 h. Posteriormente, as amostras sdo centrifugadas a 2500 g por 10
min. Forgas centrifugas maiores tendem a romper as hemécias residuais
tornando o soro avermelhado. O soro obtido ¢ entdo dividido em pequenas
aliquotas de I mla2 mle congelado a -20°C. O armazenamento por longo
tempo, a 4°C, induz a precipitagdo de lipidios que podem ser eliminados
através de centrifugagio. Os antissoros ndo devem ser congelados €
descongelados repetidamente, pois isto pode causar agregagdo dos anficorpos,
com consequente perda de atividade. No entanto, pelo menos um relato nao
detectou esse efeito (Clausen 1988). Uma alternativa ¢ diluir o AS (1:1) em
glicerol 50%, antes do congelamento. O antissoro pode ser mantido em
refrigerador, por algumas semanas, desde que se adicione azida de sodio a
0,02%, para evitar a contaminagdo com microrganismos.

Outra forma de obtencdo de anticorpos ¢ através da imunizagdo de
galinhas. Os anticorpos sdo obtidos a partir das gemas dos ovos de galinhas
imunizadas. O método descrito por Bar-Joseph & Malkinson (1980) € o
seguinte:

1. galinhas adultas, em postura e mantidas em gaiolas individuais, sdo imuni-
zadas com injegdo intravenosa (IV), na asa, seguida de uma intramuscular
(IM), no peito. Na injegéo IV € aplicado de 10 a 100 ug/ml de imundgeno,
dissolvido em 1 ml de solugdo salina. A injegdo IM ¢ aplicada com
adjuvante completo de Freund (Difco Laboratories). Duas outras injecdes
IM serdo aplicadas, com intervalos de uma semana,

9 deve-se coletar um ovo de cada galinha antes da imunizagdo, para obtengdo
do soro pré-imune;
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3. os ovos devem ser coletados diariamente, iniciando-se a coleta, sete dias
ap6s a primeira imunizagdo, até um total de 25 a 30 ovos. Cada ovo sera
processado individualmente;

4. algY é extraida a partir da gema. Inicialmente, separa-se a gema da clara.
Os resquicios da clara (albumina) sdo separados com leve jato de agua;

5. adicionar, a cada gema, 20 ml de tampao PBS, misturando vigorosamente
e centrifugar a 10000 g por 20 min. O sobrenadante, contendo a IgY, sera
utilizado para determinagdo da atividade em teste de dupla difusdo em gel.
Nesse teste utilizam-se os orificios centrais da placa para dilui¢do do AS
e os periféricos para diluig@o do Ag. Outra maneira ¢ determinar o titulo
do As através do teste de ELISA; e

6. armazenar o AS adicionado de glicerol (1:1, v/v) a -20°C.

Outros métodos que reduzem o teor de lipidios e de proteinas
contaminantes sio descritos por Polson et al. (1980) e Hu et al. (1985).

Os interessados podem encontrar informagdes adicionais nesses
trabalhos, bem como no trabalho de Colariccio et al. (1994).

6 - Métodos soroldgicos

Diversos métodos sorolégicos estdo descritos na literatura. Na Tabela 2
sdo citados os métodos comumente utilizados em fitovirologia.

Embora vérias técnicas estejam disponiveis, apenas aquelas utilizadas
no CNPSo serdo discutidas neste trabalho. Publicagdes mais especificas estdo
relacionadas na literatura consultada (Oliveira et al. 1976, Lima 1979, Lima et
al. 1979, Hampton et al. 1990).

Basicamente, o interesse € determinar o titulo do antissoro obtido,
avaliar sua capacidade de diagnose e estudar o relacionamento soroldgico entre
diferentes estirpes do mesmo virus ou até com outros virus. Alternativamente,
0s mesmos metodos poderdo ser utilizados, com pequenas alteragdes, com
baculovirus, fungos e bactérias.
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TABELA 2. Tipos de testes sorologicos.

A. PRECIPITACAO EM MEIO LIQUIDO

1. Precipitagdo em tubo
2. Precipitagdo em lamina
3. Microprecipitina em placa

B. PRECIPITACAO EM MEIO SEMI-SOLIDO (4gar-gel)

1. Difuso simples
2. Difusdo dupla (Teste de Ouchterlony)
3. Imunoeletroforese

C. AGLUTINACAO

1. Latex
2. Eritrécitos

D. ANTICORPOS CONJUGADOS

1. Fluorescéncia
2. Is6topos radioativos (I'**, HY)
3. Enzimas

Os testes baseiam-se no fato das reagdes entre antissoro (As) e antigeno
(Ag) formarem precipitado esbranquigado, facilmente visivel ao microscépio
estereoscopico.

A precipitagdo ocorre devido a formagdo do complexo As-Ag, onde
epitopos do Ag se ligam aos sitios especificos, presentes nos respectivos
anticorpos. O precipitado formado pela reagdo antigeno-anticorpo sera maior
quando as concentragdes de Ag e Ac forem as mais adequadas. A explicagéo
para o fato baseia-se na teoria do latice: uma tnica molécula de Ac liga-se a
duas moléculas de Ag, simultineamente, favorecendo a precipitagdo. A
explicagdo deste mecanismo € mostrada na Fig. 7. Segundo Regenmortel
(1982) esta teoria é muito simplista. Na verdade, existem dois mecanismos
envolvidos. Numa primeira fase ocorre a formagdo de um pequeno complexo
antigeno-anticorpo. Posteriormente, segue-s¢ uma fase de forte reagdo
hidrofébica, na qual o precipitado torna-se insoltvel sob certas condigdes de
pH.
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Fig. 7. Demonstragio da teoria do litice, para formacio de precipitados
em testes sorolégicos.

Devido ao objetivo desta publicagdo, apenas quatro testes, dentre aqueles
citados na Tabela 2, serdo discutidos.

6.1. Microprecipitina

Este método tem sido muito utilizado ndo s6 na determinagdo do titulo
(maxima diluigdo do antissoro ainda capaz de reagir com o antigeno
homoélogo), como também na diagnose de virus de plantas e indexagdo de
material de propagagio vegetativa (Sampson & Taylor 1968, Ball 1974). Suas
vantagens s3o: pouco gasto de antissoro, reagentes e material de laboratorio e
a facilidade na observag@o dos resultados.

Podem ser utilizadas placas de Petri de plastico ou de vidro. Se forem
usadas placas de vidro, estas devem ser tratadas com Formvar 1% (dissolvido
em cloroférmio) pafa promover a formagio de uma pelicula hidrofébica que
mantera o formato de gota dos reagentes. Com o auxilio de lapis de cera sdo
tragadas as quadriculas onde serdo depositadas as gotas de As e Ag. Um
esquema da combinagdo de diluigdes de Ag e As é mostrado na Fig.8. Nas
colunas sdo depositadas as diluigdes de Ag (1:4, 1:8, 1:16...1:512) e nas fileiras
as diluigdes de As (1:2, 1:4, 1:8...1:1028, etc.). O As é diluido em solugdo
salina (NaCl, 0,85%) e o Ag em tampio fosfato de sédio, 0,001M, pH 7.

=0 =

A homogeneizagdo dos reagentes (uma gota de cada) é realizada com
auxilio de palito ou micropipeta, iniciando-se pela quadricula onde se encontra
a maior diluigio de ambos os reagentes. Em seguida, cobre-se a placa,
mantendo-a em cAmara Gimida, & temperatura ambiente. As avaliagdes podem
ser feitas em intervalos de 8 h e consistem na observagéo da formagao de
precipitados ou floculag¢des esbranquigadas no interior das gotas.

A maior diluigdo do As capaz de causar precipitagdo corresponde ao seu
titulo.

Caso seja necessario, pode-se preparar outra placa com dilui¢des maiores
do que a primeira. No Anexo VII, ¢ mostrado um modelo de ficha para
avaliagdo de teste de microprecipitina.
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Fig. 8. Diagrama da placa de Petri preparada para o teste de
microprecipitina.
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6.2. Difusdo dupla em agar

Devido ao interesse em avaliar o relacionamento soroldgico entre virus
e a necessidade de determinar o titulo do antissoro produzido, o teste de
difus@o dupla em agar tem sido utilizado mais rotineiramente.

O preparo do meio dependera da forma da particula do virus. Particulas
alongadas requerem o uso de dodecil sulfato de sodio (SDS), visto que tais
virus ndo se difundem facilmente no meio. O SDS degrada a particula do virus,
quebrando a proteina capsidial, que contém componentes imunoreativos,
permitindo, assim, sua difusdo no gel. Em alguns casos, pode nio haver reagdo,
pois o anticorpo foi produzido contra o virus intacto, podendo ndo reconhecer
os epitopos que se formam ap6s a dissociagdo da proteina capsidial pelo SDS.
Informagdes adicionais sobre este teste encontram-se no trabalho de Purcifull
& Batchelor (1977).

O meio utilizado nesse teste consiste na mistura de 0,8% de agar (Noble
agar, Difco), 0,5% de SDS e 1% de azida de sodio dissolvidos em 100 ml de
4gua esterilizada. A azida de sodio contribui elevando a for¢a idnica do meio
além de inibir o desenvolvimento de microrganismos. Em geral, apds a fusdo
do meio em banho-maria ou forno de microondas, coloca-se 12 ml por placa
(didmetro de 10 cm). Apds a solidificagdo do 4gar, as placas sdo acondicio-
nadas em saco plastico, para evitar perda de umidade e mantidas em refrige-
rador. O SDS tende a precipitar em temperaturas entre 2°C a 4°C, dando tom
opaco ao meio. Entretanto, quando as placas sdo retiradas do refrigerador e
deixadas em temperatura ambiente, o meio torna-se novamente transparente.

Na determinagdo do titulo, Purcifull & Batchelor (1977) recomendam
diluir o antissoro em soro normal ao invés de solugdo salina, quando o meio
contém SDS. Caso o soro normal ndo esteja disponivel, pode-se utilizar,
alternativamente, solugdo de NaCl a 0,85%, dissolvida em tampdo Tris, pH 7,2.

O antigeno, composto de tecido vegetal infectado, deve ser triturado em
agua (1g/ml), adicionando-se em seguida, 1 ml de solugdo de SDS a 3%. Filtrar
em gaze e deixar em repouso por 1 a 2 h. Caso o extrato seja liofilizado,

utilizar o SDS somente no momento de uso, numa concentragdo de 0,1% a
1,5%.

~ 08

Deve-se evitar que o liquido adicionado ao orificio seja extrz?vafadolo
que podera afetar a resolugdo das linhas de precipitagdo. As avahac;oe§ sdo
feitas 24 e 48 h apos a adigdo dos reagentes as placas, desenhando-se a's'lmhas
de precipitagdo observadas. Caso necessario, fotografa-se a placa utilizando
uma caixa com luz difusa, em sala escura (ver modelo no Anexo VIII).

Os virus esféricos se difundem facilmente no agar e, consequentemente,
ndo necessitam de SDS.

Devido a difusio do Ag e do As, havera (ou ndo) a formagao de uma
linha branca, correspondente ao precipitado do complexo anticorpo-antigeno.

A nitidez da linha de precipitagdo é fungdo da concentragdo do antigeno € do
antissoro. Por essa razdo, recomenda-se inicialmente determinar a melhor

concentragio do Ag e do As. Uma sugestdo ¢ utilizar um dos padrdes de
disposig@o de Ag e As conforme citado por Piazzi (1959) (Fig.9).

Para estabelecer a diluigdo maxima do antissoro (titulo) capaz de air.lda
reagir com o antigeno que lhe deu origem (reagdo hom(')loga)3 devem ser fc?ltas
diluigdes do antissoro em pequenos tubos de vidro, transferm‘do-se df:l?ms as
amostras das dilui¢des para os orificios periféricos, no sentido horario. No
orificio central é colocado o antigeno, sem dilui¢do.

Uma disposigio adequada dos orificios € mostrad.a na Fig. 10. O modelo
permite testar quatro antissoros diferentes ou, quatro diluigdes de um mesmo
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Fig. 9. Posicionamento de antissoro e antigeno, para avalia¢io da melhor
dilui¢iio, segundo Piazzi (1959).



-30 -

antissoro. Os orificios tém 7 mm de didmetro, com capacidade para 10 a 12 pl
e estdo distanciados entre si em 0,5 mm. E importante observar que a distancia
entre os orificios pode interferir na resolugéo e na interpretagio dos resultados
Esta distancia tem sido adequada nos trabalhos realizados no CNPSo. .

No estudo de relacionamento sorolégico entre antissoro e antigenos
util.iza-se o orificio central com o antissoro e os orificios periféricos com o;
_Vé.rlos antigenos (Purcifull & Hiebert 1979). Varias combinagdes podem ser
feitas, com os seis orificios periféricos, permitindo avaliar o relacionamento
soroldgico dos varios antigenos testados.
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Fig. 10. Modelo da disposi¢do dos orificios em placa de Petri, com agar
perfurado, para o teste soroldgico de difusiao dupla. Modelo para

quatro diferentes antissoros ou quatro diluicdes de um mesmo
antissoro. |
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Neste ponto, seria interessante recordar os aspectos discutidos até aqui,
referentes aos determinantes antigénicos, aos anticorpos produzidos e os
padrdes basicos de precipitagdo. Na Fig. 11 sdo sumarizadas estas interagdes
e explicada a ocorréncia das linhas de precipitagdo, em diferentes combinagdes

antigeno-anticorpo.

] 2 3 4 anti x
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.
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Fig. 11. Precipitacoes observadas em testes sorologicos de dupla difusio
em agar, com varias combinagoes antigeno-antissoro.

Os numeros (1 a 8), na Fig. 11, sdo para indicar os tipos de reagdes
antigeno-antisoro, como segue:

1. linha de precipitagdo proxima do antigeno e com curva direcionada em
torno do mesmo. Indica que o antigeno difunde-se mais vagarosamente do
que o antissoro devido ao maior peso molecular. A linha tende a se curvar
em torno do reagente de maior peso molecular;

2. linha de precipitagdo proxima do antissoro € com curva direcionada em
torno deste. Indica que o antissoro (ou sub-unidades deste) se difunde (m)
mais rapidamente do que o antissoro;
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3. mais de uma linha préxima do antissoro e com curva direcionada em torno
dele. Indica que mais de um componente esta presente no antigeno ou
antissoro. Também pode indicar excesso de antissoro;

4. cruzamento de linhas. Indica que dois antigenos distintos possuem dois
epitopos diferentes e que ndo ha identidade;

5. fusdo simétrica de linhas. Indica que os antigenos combinam igualmente
com O mesmo antissoro;

6. fc_)rmag:ao de espordo. Neste caso existem determinantes comuns e
diferentes, entre dois antigenos. O antissoro possui ambos os componentes.
A explicagdo para a formagdo do espordo encontra-se descrita na Fig. 12;

7. um dos dois antigenos contém dois tipos distintos de moléculas que migram
de forma diferente; e

8. uma das duas moléculas possui epitopos semelhantes entre si e um terceiro
pode estar presente apenas na primeira molécula.

LINHA DE PRECIPITAGAO

LINHA DE i
PRECIPITAGCAOQ it &
anti a+b
----- anticorpo a
anticorpo b

ESPORAQO

Fig. 12. Descrigido da formagio de esporio entre duas linhas de preci-
pitagio, em teste de difusio dupla em agar.

=535 ~

Embora o antigeno que ir4 imunizar os animais deva ser utilizado na for-
ma mais pura possivel, as vezes isso ndo acontece, originando, consequen-
temente, anticorpos que reagirdo com proteinas vegetais, reduzindo assim a
eficiéncia dos testes soroldgicos quanto a diagnose. Segundo Singer et al.
(1952) cerca de 50% das proteinas vegetais contaminantes de suspensoes virais
purificadas é constituida pela fragdo I, presente nos extratos vegetais e
corresponde, segundo Kawashima & Wildman (1970), a enzima ribulose
bifosfato carboxilase (rubisco). Uma maneira de minimizar esta reagdo nao
especifica ¢ através da absor¢do do antissoro com extrato de plantas sadias. No
orificio do gel, onde ¢ colocado o antissoro, adiciona-se extrato de tecido sadio
(1g/10 ml de tampéo fosfato de sédio 0,01M, pH 7). Incuba-se a placa, em
camara umida, por 4 a 6 h. Esvazia-se o qrificio (se necessario) e adiciona-se
o antissoro. Ao mesmo tempo, adiciona-se nos orificios periféricos as amostras
infectadas. Os anticorpos "indesejaveis", produzidos contra a contaminag&o do
antigeno, ficardo retidos em torno do orificio do antissoro, podendo formar um
anel de colorago difusa. Os demais anticorpos difundir-se-do no meio de agar
e originardo a(s) linha(s) de precipitagdo. A comparagio entre as placas, com
e sem absorgdo, permitira, ainda, concluir qual das linhas era causada por
antigenos interferentes.

Um fato importante, comentado por Grogan et al. (1964), nos estudos de
relacionamento sorologico, utilizando o sistema de dupla difusdo em gel, €
quanto a posi¢do do antissoro em relag@o aos antigenos. Cada sitio antigénico
na particula viral estimula a produg@o de um anticorpo o qual migra, diferen-
temente, dos outros anticorpos produzidos contra outros sitios. Entretanto,
todos os sitios antigénicos, na particula viral, se difundem juntos. Assim, a
colocagdo do antissoro no orificio central ¢ a forma correta de avaliar o
relacionamento soroldgico de virus e evita interpretagdes erroneas (Lima
1994)%. Na Fig. 13, compilada de Grogan et al. (1964), ¢ ilustrado este
comentario. ’

? Comunicagdo pessoal do Dr.José Albérsio Araijo Lima, Prof. da Universidade Federal do
Ceard para Alvaro M. R. Almeida, EMBRAPA-CNPSo, em 1994.
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Fig. 13. Efeito da posi¢do do antissoro em teste de dupla difusido em gel,
segundo Grogan et al. (1964).

A visualizagdo das linhas de precipitagdo pode ser muito mais facil
através da cdmara de luz difusa cujo diagrama é apresentado no Anexo VIII.

6.3. Imunoeletroforese

A capacidade de anticorpos e antigenos se difundirem, passivamente
num meio poroso, foi associada a capacidade dessas mesmas substancias d(;
difundirem-se, também, sob a agdo de um campo elétrico. A combinagio
desses dois tipos de difusdo deu origem a imunoeletroforese.

Segundo Catty & Raykundalia (1989), este método traz algumas vanta-
gens ao sistema de difusdo normalmente utilizado (ex. dupla difusdo em agar)
por permitir melhor separagdo de antigenos diferentes, devido as diferengas n;
migragdo de suas moléculas, com diferentes pesos moleculares, presentes no
gel submetido ao campo elétrico.

A mobilidade das moléculas em um campo elétrico depende do tipo de
solugdo tampio utilizada. A escolha do tampao dependera do ponto isoelétrico
(PI) do antigeno. Em geral, ¢ aconselhavel utilizar o pH acima do PI para que
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as proteinas fiquem carregadas negativamente e no reajam com o 4gar ou ndo
se desnaturem no meio alcalino. Os constituintes do agar, como agaropectina,
um polisacarideo sulfurado bem como um polimero de galactose, quando
carregados negativamente afetam a migragao de compostos antigénicos. Assim
sendo, deve-se utilizar dgar de melhor qualidade, normalmente indicado pelo
fabricante, para este tipo de trabalho.

Pode haver casos em que se faz necessario utilizar mais de um sistema
tampdo. Por exemplo, as glicoproteinas com baixo PI devem ser separadas em
pH variando de 3,5 a 4,5. Entretanto, a reagao subsequente envolvendo o
antissoro, ndo podera ser feita em pH 4cido (Clausen 1988), o que exigira novo
tampdo para auxiliar a difusdo dos dois compostos: antigeno e antissoro.

Segundo Tremaine (1990), em geral se utiliza, para esta técnica, pH
entre 7 e 8, bem como tampdo da cuba com baixa molaridade o que redundara
em baixa produgio de calor durante a corrida. A desvantagem do método € o
gasto excessivo de antissoro.

6.3.1. Método de Grabar & Williams

£ o método classico para detecgdo de um ou varios antigenos numa
amostra.
Descrigao:

Preparar o gel dissolvendo 1g de agar em 100 ml de tampdo Tris-HCl
0,05M, pH 7,2. Numa placa de vidro de 8,5 x 9,5 cm, previamente
desengordurada, distribuir 11 ml do meio fundido em banho-maria. Deixar
resfriar e transferir para refrigerador por 15 a 20 min. afim de endurecer o gel.
Com o auxilio de um bisturi cortar o sulco, conforme indicado na Fig. 14, sem
contudo retira-lo. Em seguida, perfurar o meio, retirando o miolo do orificio
por sucgdo. O miolo do sulco sera retirado apos a corrida. No orificio,
adicionar o antigeno misturado a 3 ul de solugéo marcadora (10 mg de azul de
bromofenol; 0,5 ml de tampdo Tris-HCI 1M, pH 8,5; 9,5 ml H,0; 10 ml
glicerol). A placa ¢ entdo transferida para a cuba de eletroforese horizontal
onde as bordas da placa, contendo o gel, sdo cobertas com papel de filtro. O
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A - Distribuigdo da agarose na placa.

8,5¢cm

9,5cm

B - Corte dos sulcos e orificios.

C - Colocagdo do antigeno nos orificios.

N diémetro 3mm

D- Eletroforese.

©

E - Retirada do miolo dos sulcos e colocagdo do antissoro.
Incubagdo em cédmara Gmida

©)

Fig. 14. Descri¢do da técnica imunoeletroforética segundo Grabar &

Williams (1953).

12-16 h.
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tamp3o do tanque (Tris-HCI 0,005 M, pH 7,2) difundir-se-a no papel de filtro
por higroscopicidade. A fonte de energia, regulada para 7V/cm, ¢ ligada por 1
h. Neste caso, 70V por 1 h. Decorrido esse tempo, retirar o miolo de agar do
sulco, adicionar o antissoro e transferir a placa para cimara umida por 12 a 16
h. Apds o periodo de incubagdo, pode-se visualizar as linhas de precipitagéo.
Um exemplo pode ser visto na Fig. 15.

Para colorir a placa é necessario deixa-la em solugdo salina (0,9% de
NaCl) sob leve agitago, trocando-se a solugéo por seis vezes num periodo de
48 h para retirar o excesso de antissoro do meio..Em seguida, lavar suavemente
em agua destilada por 3 a 4 h. Cuidado: durante as lavagens, o gel pode se
desprender da placa. Cobrir a placa com virias folhas de papel de filtro,
prensados com um peso (500 g). Terminar a secagem a temperatura ambiente
e colorir por 20 min. com solugdo de "coomassie blue" R-250 (0,5g de
coomassie, solubilizada em 100 ml da solugio composta de metanol:agua:acido
acético 450:450:100 ml). Descolorir na mesma mistura de etanol, 4cido acético
e 4gua, sob leve agitagdo. Secar a placa a temperatura ambiente. Este método
tem apresentado bons resultados para analise comparativa de isolados de
Phomopsis sojae e Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis, oriundos de
sementes e plantas de soja.
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Interpretagio do resultado obtido em imunoeletroforese
utilizando o método de Grabar & Williams (1953). A amostra:
neste caso, reagiu com o antissoro utilizado, produzindo trés
linhas de precipitacio (A), indicando a preseng¢a de trés
antigenos (B, C e D).

-39 -

6.3.2. Método de Clarke & Freeman
Descrigao:

Preparar quatro placas. Na placa 1 coloca-se apenas a agarose enquanto
que na placa 2, coloca-se a agarose misturada ao antissoro (a temperatura do
meio deve estar em torno de 45°C para adigdo do AS). A placa € entdo dividida
em trés faixas, conforme o modelo mostrado na Fig. 16. Em cada faixa, na
extremidade do catodo (), ¢ feito um orificio. Assim, em cada placa, podem
ser colocadas trés amostras, sendo uma amostra por faixa. Terminada a
eletroforese (a 7V/cm por 1h) as faixas sdo cortadas, com auxilio de um bisturi
e transferidas para a mesma posigdo, na placa 2. Como na placa 1 haviam trés
amostras, serdo necessarias trés placas 2, que serdo denominadas placa 2A, 2B
e 2C. A ligagdo entre os dois géis deve ser bem feita, para ndo haver espagos
vazios entre eles. A placa ¢ submetida a outra eletroforese por 3 a 4 h,
alterando-se, entretanto, a dire¢do da corrida. O antigeno difunde-se no meio
contendo antissoro, originando, apos um periodo de incubagdo de 12 a 24 h em
cAmara (imida, as linhas de precipitagdo. Em seguida sio realizadas a lavagem
e a coloragdo da placa, conforme descrito anteriormente. Este método permitiu
a diferenciagdo de ragas fisiologicas de Colletotrichum graminicola, isolado
de sorgo, segundo Paiva et al. (1990).

Moldes plasticos para testes de imunoeletroforese bem como outros
equipamentos podem ser adquiridos do fabricante Pharmacia (LKB 2117-401
Multiphor immunoelectrophoresis Kit).

Cada antigeno reagira com o anticorpo especifico originando uma ou
varias linhas de precipitagdo. Muitos antigenos serdo identificados pela
posigdo das linhas de precipitagdo. A 4rea abaixo de cada linha de precipitagao
¢ proporcional a quantidade do antigeno.
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A - Preparagdo da agarose

Placa 1 Placa 2
c|O
mTmmEmEEETS S AGAROSE AGAROSE COM
slo ANTISSORO
___________ B o
alo orte com Corte com
bisturi bisturi
Orificios

3 mm diametro

B - Eletroforese (Placa 1) 70V/1h

c|O

Bl O

Al O

© @

C - Transfer8ncia da faixa do gel com as amostras da placa 1 para a mesma
posigdo da placa 2 .

Placa 1 Placa 2 A Placa 2B Placa 2 C

___________ Transferéncia

= — . 1> N i

D - Eletroforese (Placa 2) enxertada com faixa da placa 1

@

>

o}

©

E - Incubag@o em cdmara imida 12 - 16 h.
Aparecimento de linhas de precipitagdo (4 antigenos)

2

Iz3

O

Fig. 16. Descri¢ao da técnica imunoeletroforética, segundo Clarke &
Freeman (1968). '
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6.4. Imunofluorescéncia

Enquanto o teste de ELISA permite detectar e quantificar um
determinado imunégeno em solugdo ou num extrato vegetal, a técnica de
imunofluorescéncia permite detectar um determinado antigeno no tecido
vegetal analisado, bem como sua distribuigdo nas diferentes partes da planta
(Craig et al. 1979, Gingery 1978, Lei & Agrios 1986).

O principio é 0 mesmo do teste de ELISA e baseia-se na ligagdo de um
composto quimico, denominado fluorocromo, a IgG. Quando submetido a luz
ultravioleta torna-se fluorescente, permitindo, assim, localizar o antigeno
homoélogo.

O fluorocromo absorve a luz em determinado comprimento de onda e a
emite em um comprimento de onda maior. Os filtros utilizados nos microscé-
pios bloqueiam as ondas oriundas do fluorocromo permitindo a passagem ape-
nas da emissdo fluorescente. Atualmente, ha microscopios adequados para esta
técnica, cuja iluminagdo ultravioleta origina-se no topo do microscopio (epilu-
minescéncia), atinge o espécimem e retorna como luz fluorescente (Fig. 17).

1
Filtro
barreira
Filtro
Fonte de
o luzUV & Espelho
Obijetiva
Objetiva
U
AR

Fants de ’.—-—J’Espemo

luz visivel
A B

Fig. 17. Comparacio de sistemas de iluminacio de microscopios com luz
visivel (A) e luz ultravioleta (B).
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Essa técnica pode ser dividida em imunofluorescéncia direta e indireta.
Na direta (Fig. 18A), o fluorocromo € ligado a IgG que reconhecera o antigeno
nos cortes de tecidos vegetais ou nos protoplastos. Na indireta (Fig. 18B), o
fluorocromo € ligado a um segundo anticorpo, produzido em um segundo
animal, contra o primeiro anticorpo, o qual ligar-se-a ao antigeno.

Enzima

Anticorpo 2

Anticorpo 1

Antigeno

s LAMINA COM espécime

®

A B

Fig. 18. Esquema de imunofluorescéncia direta (A) e indireta (B).
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As vantagens do método indireto sdo:

1) maior sensibilidade causada pelo efeito amplificador da segunda reagdo
(IgG - anti IgG). Havera maior nimero de moléculas do conjugado (IgG -
fluorocromo) ligadas a cada molécula da IgG; e

2) um mesmo conjugado produzido contra um segundo animal (anti IgG), ser-
ve para testar varios antissoros, tornando-se mais econdmico. Uma alter-
nativa é utilizar a proteina A conjugada ao fluorocromo. A proteina A,
conjugada ao fluorocromo, se ligara a IgG.

A ligagdo do fluorocromo as moléculas de IgG ¢ trabalhosa. Assim
sendo, aqueles interessados em mais detalhes sobre esse topico recomenda-se
a leitura do artigo de Gingery (1990). Entretanto, a melhor sugestao ¢ adquirir
os produtos de empresas especializadas, cujos enderegos sdo mostrados no
Anexo IX.

Os fluorocromos normalmente utilizados sdo:
1) isotiocianato de fluoresceina (Sigma F 4151), que emite luz verde; e

2) isotiocianato de tetrametilrodamina (Sigma T 5268), que emite luz verme-
lha. Entretanto, o isotiocianato de fluoresceina é o mais comumente
utilizado devido ao seu baixo custo.

O método para detecgio de infecgdo por virus, em tecidos infectados €
o seguinte:
1) proceder o corte do tecido que sera analisado, em micrétomo de congela-

mento, ou outro tipo adaptado para blocos de inclusio de tecido em para-
fina;

2) transferir o corte, com 4 a 6 microns de espessura, para uma lamina de
vidro, previamente limpa com acetona, etanol ou metanol, para auxiliar a
aderéncia do corte. O adesivo de Haupt é util: dissolver 1 g de gelatina em
100 ml de 4gua a 90°C. Resfriar a mistura e adicionar 15 ml de glicerina.
Misturar e filtrar. Adicionar formalina 4% para evitar contaminagdo com
microganismos;

3) lavar vagarosamente, durante 5 min., por imersdo, a lamina com o corte
da amostra em tampao PBS contendo albumina de soro bovino a 1%. Essa
solugdo bloquearé os espagos responsaveis por reagdes ndo especificas;
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4) escorrer o excesso de solugdo e secar as bordas com papel de filtro;
5) manter a lamina em local imido;

6) cobrir a amostra com 10 a 20 pl de antissoro e incubar em cdmara imida
a temperatura ambiente, por 30 a 60 min.;

7) lavar o excesso de antissoro com tampao PBS (1% BSA)conforme item 3,
por trés vezes, durante 10 min.;

8) cobrir o corte com o conjugado anti IgG acoplado ao fluorocromo;
9) repetir o item 7, escorrer o excesso e secar as bordas com papel de filtro;

10) adicionar uma gota de glicerina tamponada, pH 9,5, cobrir com laminula
e selar as estremidades com esmalte; e

11) observar ao microscépio de fluorescéncia com filtro compativel com o
fluorocromo utilizado.

No caso da imunofluorescéncia direta, o conjugado composto pela IgG
e o fluorocromo, sera aplicado na etapa correspondente ao item 6, seguindo-se
entdo os procedimentos descritos nos itens 7, 9 e 10.

A visualizagdo ¢é feita em microscépio equipado com luz ultravioleta,
condensador de campo escuro, filtros adequados ao fluorocromo utilizado e
objetiva de imersdo. Objetivas planocromaticas, por exemplo, ndo transmitem
luz UV (Roberts 1986). Normalmente, os fabricantes de microscopios com
equipamentos adaptados a imunofluorescéncia fornecem indicagdes de filtros
e lentes, especificos para este trabalho.

Uma preocupagdo constante refere-se ao uso de controles. Devido a
ocorréncia de autofluorescéncia com organelas vegetais ¢ necessario comparar
tecidos infectados com tecidos sadios para auxiliar nas conclusdes.
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7. DETECCAOQ E QUANTIFICACAO DE VIRUS
PELO TESTE DE ELISA

A utilizag@o de imunoglobulina conjugada a uma enzima, para detec¢do
de antigenos e anticorpos, foi sugerida por Avrameas (1969). Entretanto, o uso
do conjugado com a finalidade de detectar e quantificar a imunoglobulina G
foi descrita por Engvall e Perlmann (1971), que denominaram esse método de
ELISA (Enzyme Linked Imunosorbent Assay).

Devido a sensibilidade desse método na diagnose e quantificagdo de
antigenos especificos, ele foi muito utilizado no diagnéstico de virus de seres
humanos e de animais (Voller et al. 1974, Crowther & Abul-El-Zein 1979).

A introdugdo do método de ELISA na fitovirologia deveu-se ao trabalho
pioneiro de Voller et al. (1976) seguido por outro descrito por Clark & Adams
(1977). Posteriormente sua utilizagdo estendeu-se para as areas da micologia
e da bacteriologia. Atualmente, ELISA tornou-se importante método auxiliar
nos trabalhos com virus de plantas e de outros patégenos como fungos (Mohan
1988; Hampton et al. 1990), bactérias (Malin et al. 1985, Caron & Copeman
1985) e substancias imunoldgicas tais como toxinas, alcaléides (Tietjen et al.
1985, Morgan et al. 1983, Treimer & Zenk 1978), 4cido abscisico (Daie &
Wyse 1982) e 4cido giberélico (Atzon & Weiler 1983). Na Tabela 3 € mostrada
a comparagdo entre a sensibilidade do teste de ELISA com outras técnicas
soroldgicas citadas anteriormente na Tabela 2.

TABELA 3. Sensibilidade na detec¢io de antigenos através de diferentes
técnicas soroldégicas (Regenmortel 1982).

Técnicas Serologicas Limite de detecgdo

Difusdo dupla de 4gar 2-20  pg/ml
Precipitina 1-10  pg/ml
Imunodifusio radial 0,5-10 pg/ml
Precipitagdo com latex 5-20  ng/ml
ELISA 5-10  ng/ml

Imunoadsorgéo em microscopia eletronica 1-10  ng/ml
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O método de ELISA ¢ também considerado um teste soroldgico para
identificagdo e quantificagdo de virus de plantas e outros antigenos
apresentando, contudo, maior sensibilidade. Entretanto, seu sucesso dependera,
além de outros fatores, da qualidade do antissoro produzido contra um antigeno
especifico (virus, bactéria, micélio de fungo, etc), do suporte fisico utilizado,
da preparagdo do conjugado, das padronizagdes quanto as concentragdes
adequadas dos reagentes e do extrato vegetal que contém o virus. As vezes, 0
extrato vegetal contém substincias que interferem nos resultados podendo
originar falsos positivos, mesmo com tecido sadio.

7.1. Descricdo do teste de ELISA

ELISA baseia-se no principio classico da sorologia, onde o antigeno ¢é
reconhecido pelo antissoro (Imunoglobulina) que lhe deu origem, formando o
complexo anticorpo-antigeno, associado a propriedades colorimétricas.

A colorag@o do meio ocorre devido a agdo de determinada enzima sobre
um substrato cromogénico. A enzima ¢ previamente conjugada a
imunoglobulina (Ig). Por exemplo, quando se utiliza fosfatase alcalina
conjugada a Ig, o substrato adicionado € o p-nitrofenilfosfato dissédico que
inicialmente € incolor. Ao ser transformado pela agdo da enzima em p-
nitrofenolfosfato, a solugdo torna-se amarelada. A intensidade desta coloragéo
sera medida em espectrofotometro (em geral mede-se a absorbancia) com filtro
adequado para o comprimento de onda de 405 nm. Para outras enzimas sio
utilizados outros comprimentos de onda. Neste trabalho, comumente os
exemplos vao considerar essa enzima. No caso de se utilizar a peroxidase, os
possiveis substratos e respectivos comprimentos de onda, utilizados na medida
da absorbancia, sdo apresentados na Tabela 4.

De acordo com Clark e Bar-Joseph (1984), vérias enzimas sdo citadas
para a obtengdo de conjugados. Entretanto, fosfatase alcalina e peroxidase
("horseradish peroxidase") tém sido utilizadas mais comumente na diagnose
de virus de plantas. A fosfatase alcalina, embora mais cara que a peroxidase,

.

apresenta as seguintes vantagens: liga-se facilmente a imunoglobulina através
do glutaraldeido e sua reagdo cinética com o substrato ¢ linear.

A ligagdo da peroxidase ("horseradish peroxidase") a imunoglobulina
requer mais trabalho, utilizando-se para tal, de periodato de sodio. Sua reagdo
cinética ndo ¢ linear e a agdo enzimatica €, progressivamente, inibida (auto-
inibigdo) durante a hidrélise do substrato. Além disso, muitos extratos vegetais
contém esta enzima. Outro fato ¢ sua inativagdo em presenga de azida de sodio.
Utilizando peroxidase e orto-fenilene diamine, como substrato, a leitura da
absorbancia devera ser realizada a 492 nm. A solugdo deve apresentar
coloragdo laranja-escuro.

A sensibilidade do método de ELISA pode ser aumentada através do uso
de substratos fluorogénicos como o fosfato 4-metil-umbeliferil (Torrance &
Jones 1982) e fosfato 3-orto-metilfluoresceina (Morley & Jones, 1980).
Entretanto, sua utilizagdo requer o uso de fluorimetro, o que dificulta seu
emprego.

Substratos radioativos também tém sido utilizados para aumentar a
sensibilidade do teste de ELISA. No entanto, estes testes necessitam de
equipamentos mais sofisticados, caros e exigem maior atengdo, nivel de
treinamento na condugdo do teste e cuidados com os produtos radioativos.

Outra técnica que procura aumentar a sensibilidade, através da
ampliﬁcagéoi da reagdo, foi descrita por Guesdon et al. (1969) utilizando
biotina e avidina. Devido a alta afinidade de ligagdo entre essas duas
substancias e a facilidade de ligagdo entre a biotina e a IgG, elas tém sido
muito utilizadas no teste de ELISA.

McLaughlin et al. (1981) mencionam uma melhoria no teste de ELISA
para detecgdo de virus de plantas apenas alterando o tempo e a temperatura das
diversas reagdes que compdem este teste. Os autores observaram que o periodo
de incubagéo da IgG pode ser reduzido. Porém, a redugdo de tempo para a
incubagdo do antigeno reduziu a adsor¢do do mesmo a placa.
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7.2. Variacoes Descritas do Teste de ELISA

Segundo Koenig & Paul (1982a), as variagdes no teste de ELISA
diferem na sensibilidade e na capacidade de detectar virus sorologicamente
relacionados.

Embora existam diversas variagdes do teste de ELISA, todas elas
dependem de um principio basico: macromoléculas aderem a vérios tipos de
suportes fisicos, tais como plasticos, borracha, vidro, silicone e membranas de
nitrocelulose ou nailon, através de adsorgdo (interacdes hidrofébicas nio
covalentes). Essas ligagSes possuem forga suficiente para promover a adesio
das macromoléculas ao suporte fisico. Entretanto, algumas poucas moléculas
se desprendem do suporte apds as diversas e vigorosas lavagens, requeridas
pelo teste.

Basicamente, podemos classificar o teste em ELISA direto e ELISA
indireto. No primeiro caso utiliza-se a IgG e o conjugado produzidos em
apenas um animal e, no segundo caso, utilizam-se duas IgG, uma para
reconhecer o antigeno e outra (anti-IgG) produzida em diferente espécie de
animal, que reconhece a primeira IgG, com a qual se ligara.

A primeira aplicag@o desta técnica em fitovirologia foi descrita por Clark
& Adams (1977), que a denominaram ELISA sanduiche duplo de anticorpos
(Fig. 19A). Contudo, diversos pesquisadores tém verificado que essa técnica
possui alta especificidade. Assim sendo, estirpes de um mesmo virus podem
ndo ser detectadas por determinada imunoglobulina (Barbara et al. 1978,
Koenig 1978, Rochow & Carmichael 1979, Lister & Rochow 1979,
Regenmortel & Burckhard 1980). Isto pode conduzir a sérios inconvenientes
quando se trabalha com a diagnose de fitoviroses devido a possibilidade de se
obter resultados negativos de infec¢do quando, na verdade, a amostra esta
infectada com uma estirpe diferente daquela utilizada na preparagdo do
antissoro.

Além disso, o teste de ELISA direto requer uma imunoglobulina e seu
respectivo conjugado, para cada virus a ser detectado, o que torna o método
mais caro.

O desenvolvimento do método de ELISA indireto (Fig. 19B), permitiu
a detecgdo de estirpes de um mesmo virus que, embora sejam sorologicamente

- 49

relacionados, apresentam maior variagdo entre si € podem ser deteqtad(?s
indiscriminadamente (Torrance 1980, Regenmortel & Buckhard 1980, Koemg
1981, Barbara & Clark 1982). Nesse método, o conjugado € preparado a partir
de anti-imunoglobulina, obtida de uma espécie animal diferente daquela que
originou o antissoro contra o virus. O método indireto é 1til _em trabflll.lc.)s com
virus cuja concentragdo, apds a purificagdo, ¢ baixa (maior sen51-bllldade),
quando existe pouca disponibilidade de antissoro e em diagnose, visto que o
virus é detectado independentemente da estirpe.

(anti - IgQ)

/\
/c Conjugado é
!_( Conjugado

£\
A <
A\

IgG

Antigeno

= JA
A B

Fig. 19. Esquemas do teste de ELISA sanduiche duplo, segundo_ Clark &
Adams (1977) (A) e ELISA indireto (B), segundo Koenig & Paul
(1982a).
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Atualmente, diversas variagdes do teste de ELISA sdo conhecidas e sdo
demonstradas através da Fig. 20 (Koenig & Paul 1982a, 1982b).

8%

Fig. 20. Variagdes do teste de ELISA segundo Koenig & Paul (1982a)
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As particulas virais sdo representadas por um hexagono. Anticorpos
especificos ao virus e fragmentos Fab ou F(ab'), sdo representados por
simbolos em forma de Y ou V. A fragio Fc e as globulinas sio representadas
por formas arredondadas. A enzima € representada pela letra E. A cor branca
ou preta representa anticorpos originarios de dois animais diferentes. A area
achureada, nos anticorpos, indica reagdo entre a por¢do Fc do anticorpo
especifico contra o virus e a fragdo Fc correspondente do anticorpo.

As colunas I, VIII e IX representam ELISA direto em placas pré-
cobertas com antlcorpos completos (I, VIII) ou fragmentos F(ab'), (IX). As
colunas IT a VII representam ELISA indireto em placas ndo pré-cobertas (I1)

ou pré-cobertas com anticorpos completos (IlI e VI) ou fragmentos F (ab"), (IV,
V, VII).

Outras variagdes, mais recentes, tém sido descritas em diversos
trabalhos. Entretanto, ndo serdo aqui discutidas. Os interessados podem

consultar os trabalhos de D'Arcy et al. (1989), Peterschmitf et al. (1992), Ellis
& Wieczorek (1992).
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Fica claro, portanto, que a escolha do método mais adequado dependera
de varios fatores, que devem ser analisados conjuntamente, como por exemplo:
a praticidade, o ntimero de amostras a serem analisadas, a sensibilidade
requerida no diagnéstico e o interesse de identificagdo de novas estirpes do
virus dentro das amostras coletadas.

7.2.1. Descricdo do teste de ELISA direto tipo sanduiche
duplo
As etapas para esta técnica sdo as seguintes:
1) adicionar aos orificios da placa, de 100 a 200 pl da solugdo da IgG

dissolvida em tampdo de cobertura (pH 9,6). A concentragdo da IgG deve
ser determinada previamente através de curva padrdo (ver item 7.6);

2) incubara37°C,por2a3h,ou4°C, por12a 18 h. Manter a placa em saco
plastico com papel toalha umedecido;

3) esvaziar os orificios da placa e lava-los com PBS-Tween, utilizando uma
piseta. Os extratos de folhas, sementes e micélio, tendem a aderir a placa.
Porisso, a lavagem deve ser feita com auxilio de uma pipeta, dirigindo-se
o jato para cada orificio, individualmente. A placa deve ser mantida
inclinada durante a lavagem. Ap6s cada lavagem, deixar a solugdo nos
orificios, por 3 min., entre cada lavagem. Fazem-se trés lavagens por vez,

4) adicionar de 100 a 200 pl da amostra aos orificios da placa;

5) repetir item 2;

6) repetir item 3;

7)  adicionar de 100 a 200 pul do conjugado (por exemplo, IgG ligada a

fosfatase alcalina), aos orificios da placa;

8) repetir item 2;

9) repetir item 3;

10) adicionar de 100 a 200 pl de substrato (p-nitrofenilfosfato);

11) aguardar a formagéo de coloragio até intensidade adequada (absorbancia
entre 0,3 e 0,8). Marcar o tempo para comparagdes futuras;
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12) adicionar 40 pl de NaOH 3N aos orificios da placa; e

13) efetuar a leitura em espectrofotémetro a 405 nm.

Os aparelhos para leitura de placas de ELISA permitem mudar o filtro
de iluminagdo de acordo com o sistema conjugado-substrato que esta sendo
utilizado. Assim, o comprimento de onda adequado deve ser estabelecido antes
do inicio do trabalho, conforme as recomendagdes descritas na Tabela 4.

TABELA 4. Enzimas e substratos comumente utilizados no teste de ELISA e
respectivos comprimentos de onda para avaliacdo da absorbancia.

Enzima Substrato Comprimento de onda
(nm)
Fosfatase alcalina p-nitrofenilfosfato 405
Peroxidase o-fenileno diamino 492
azino-etilbentiazoline sulfonado 650
tetrametilbenzidina 450

Quando nao se dispde de uma leitora de placas de ELISA, pode-se diluir
a amostra em | ml de 4gua destilada e efétuar a leitura em espectrofotometro,
calibrado para o comprimento de onda adequado a enzima utilizada, usando
cuveta de quartzo com 1 cm de largura. Neste caso, a reagdo na placa deve ser

mais longa afim de que a coloragio possa ser mais forte, visto que havera
diluigdo posteriormente.

7.2.2. Descri¢do do teste de ELISA indireto

As etapas para este teste sio:

1)  adicionar aos orificios da placa, de 100 a 200 ul da amostra triturada e
diluida em tamp@o de cobertura (pH 9,6);
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2) incubar a 37°C, por 2 a 3 h, ou a 4°C, por 12 a 18 h. Manter a placa
dentro de um saco plastico com papel toalha umedecido;

3) esvaziar os orificios e lava-los com PBS-tween. Lavar por trés vezes
deixando a solugdo nos orificios por trés min., entre cada lavagem;

4) adicionar aos orificios de 100 a 200 pl da imunoglobulina preparada em
~ coelho contra o antigeno testado. A concentragdo da IgG e do antigeno,
devem ser determinadas previamente (item 7.6);

5) repetir item 2;
6) repetir item 3;
7) adicionar aos orificios, de 100 a 200 ul da solugéo anti-imunoglobulina,

obtida de cabra, conjugada a enzima (Sigma A 8025). A dilui¢do
adequada ¢ indicada pelo fabricante;

8) repetir item 2;
9) repetir item 3;
10) adicionar de 100 a 200 pl do substrato aos orificios;

11) aguardar a formagdo de coloragdo até a intensidade desejavel (absor-
béncia entre 0,3 e 0,8). Marcar o tempo;

12) adicionar 40 pl de NaOH 3N aos orificios; e

13) efetuar a leitura em espectrofotometro.

Diferentes sistemas deste teste sdo mostrados na Fig. 20.

7.2.2.1. Descricdo do teste de ELISA indireto utilizando
fracdo ab

Segundo Koenig & Paul (1982b), a cobertura da placa com agti??rpos
intactos ou com F (ab'),, em ELISA indireto, apresentou maior sensibilidade
do que o teste de duplo sanduiche. Devido a sua menor reatividade,' F(ab"),
deve ser utilizado em solugdo mais concentrada do que sua respectiva IgG
intacta. Isto exige testes iniciais para estabelecer a melhor concentragdo. A
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descrigdo, segundo Barbara & Clark (1982) ¢ a seguinte:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

cobrir os orificios da placa com concentragdo adequada de F(ab'"), (ver
itens 7.6 ¢ 10) diluida em tampao de cobertura (carbonato de sédio, pH
9,6). Incubar a 37°C, por2 a4 h;

lavar a placa e adicionar aos orificios as amostras diluidas em tampao

PBS, contendo 0,5 ml/I de Tween 20 e 2 g/l ovalbumina. Deixar durante
a noite, a 4°C;

lavar a placa e adicionar a IgG especifica do antigeno estudado. Incubar
a37°C,por2a4h;

lavar a placa e adicionar anti-IgG conjugada a enzima (Sigma A8025).
Incubar a 37°C, por2 a 4 h;

lavar a placa e adicionar o substrato. Interromper a reagdo quando houver
coloragdo adequada utilizando NaOH 3N; e

proceder a leitura de absorbancia, ajustando-a em 1,06 4 280 nm.

Em todos os testes, caso sejam observadas reagdes nio especificas, essas

podem ser minimizadas cobrindo-se os orificios com solugdo de NaCl 0,1 M
e 1% de albumina de soro bovino e incubando-se as placas a 37°C, por1h.

Isto € feito apds a lavagem das placas de modo a retirar o excesso de antigeno,
adicionado anteriormente.

O diagrama desta técnica ¢ mostrado na Fig. 20.

7.2.2.2. Descricdo do teste de ELISA indireto utilizando

proteina A.

Este método utiliza a caracteristica da proteina A de se ligar & fragdo Fc

da IgG e ndo interferir na ligagdo da IgG com antigenos. A proteina A € isolada
a partir da parede celular da bactéria Staphylococcus aureus. O peso molecular
estimado dessa proteina varia de 42 a 56 Kdal e ¢ estavel numa ampla faixa de

pH.
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Descrito por Edwards & Cooper (1985), este método de ELISA indireto

utiliza a proteina A em duas aplicagdes. Suas vantagens sdo:

—

o antissoro bruto pode ser utilizado sem necessidade de purificar a IgG;
apresenta menor especificidade quando comparado ao ELISA direto;
um mesmo conjugado pode ser utilizado com varios antissoros; €

¢ adequado para a quantificagdo de relagdes soroldgicas entre virus de um

mesmo grupo (Hugues & Thomas 1988, Daniels & Campbell 1992).

A proteina A (Sigma P6031) ¢ dissolvida em agua (1 mg/ml), diluindo-

se, posteriormente, em tampdo cobertura. Os testes de calibragdo devem
considerar diluicdes de todos os reagentes: proteina A, antissoro e antigeno. A
diluigdo do conjugado ¢ determinada pelo fabricante.

1

2)
3)

4)
5)

6)
7

8)
9)

O teste segue as seguintes recomendagdes:
cobrir os orificios da placa com proteina A, diluida em tampao cobertura
(1:1000 pode ser adequado). Incubar a placa a 37°C, por 2 h;
lavar a placa trés vezes com PBS-Tween;
cobrir os orificios da placa com antissoro (1:1000 pode ser adequado).
Incubar a placa a 37°C, por 2 h;
lavar a placa trés vezes com PBS-Tween;
adicionar o antigeno nos.orificios da placa. Incubar a placa a 37°C, por 2
h;
lavar a placa trés vezes com PBS-Tween;
cobrir os orificios da placa com antissoro (1 :1000 pode ser adequado).
Incubar a placa a 37°C por 2 h;

lavar a placa trés vezes com PBS-Tween;

adicionar o conjugado (proteina A e enzima). O conjugado a ser utilizado
deve estar de acordo com a enzima utilizada: Peroxidase (Sigma P6651)
ou Fosfatase alcalina (Sigma 9650). Incubar a placa a 37°C, por 2 h;

10) lavar a placa trés vezes com PBS-Tween; €
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11) adicionar o substrato: para fosfatase alcalina utilizar P-nitrofenilfosfato
(Sigma 104/105), 1,0 mg/ml; para peroxidase utilizar o-fenilamina
diamina (Sigma P 3804), 0,7 mg/ml.

Os tampdes para solubilizagdo dos substratos sio especificos:

1. substrato o-fenilamina diamina (OFD): Solu¢do de 0,025M de acetato de
sodio, pH 5,5. Dissolver a OFD para uma concentragdo de 0,5 mg/ml.
Adicionar H,O, para concentragio final de 0,03%(vol) e colocar imediatamente
nos orificios da placa. Deixar reagir por 20 a 30 min., no escuro, a temperatura
de 28 a 30°C. A OFD degrada rapidamente. Porisso a §olug:§o deve ser
preparada no momento de uso. A leitura da absorbancia deve utilizar filtro para
comprimento de onda de 492 nm;

2. substrato tetrametilbenzidina: segundo Clark & Bar-Joseph (1984), para
peroxidase, este substrato é superior a OFD por ser mais estavel e ter menor
reagio ndo especifica. Preparar uma solugio estoque de acetato de sédio IM,
pH 5,8 ajustado com 4cido citrico. Preparar uma solugdo estoque de 3,3',5,5'-
tetrametil benzidina (TMB) (Sigma T 5525) 10 mg/ml, dissolvido em dimetil
sufoxide (Sigma D 8779) e armazenar a 4°C. Diluir 2 ml do tampao
concentrado em 20 ml 4gua destilada. Adicionar 2 ml da solugdo de TMB e
0,02 ml de agua oxigenada 6% (para uma concentragdo final de 0,006%).
Colocar imediatamente nos orificios da placa incubando por 20 a 30 min.
Paralisar a reagdo com 50 ul de H,SO, 3M. Efetuar a leitura com filtro de 450
nm; e

3. substrato p-nitrofenil fosfato (Sigma 104/105): utilizado para a enzima
fosfatase alcalina. O tampédo ¢ preparado da seguinte maneira: 97 ml de
dietanolamina, 800 ml de agua. Misturar e ajustar o pH para 9,6 com HC] 1N
€ completar volume para 1000 ml com agua destilada.

As reagdes sdo paralisadas com 30 pl de NaOH 3N (fosfatase alcalina)
ou de 50 pl de H,SO, 3M (peroxidase).

Uma outra variagdo desta técnica, com o uso de F(ab'),, pode ser

esquematizada da seguinte forma, subentendendo as etapas de incubagdo e
lavagem:
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1) cobertura da placa com F(ab'),;
2) adi¢do da amostra;

3) adi¢do de IgG;
4) adigdo do conjugado (proteina A ligada a enzima); e

5) adigdo do substrato;

As lavagens e incubagdes seguem a regra geral, ja descrita.

Como ndo hé fragdo Fc no primeiro anticorpo utilizado para cobrir a
placa, a proteina A ligar-se-a apenas a IgG que possui a fragdo Fc.

7.3. Teste de ELISA utilizando o sistema biotina - avidina

Biotina, também conhecida como vitamina H, é uma pequena molécula
com peso molecular de 244 dal. Liga-se, fortemente, a avidina que ¢ uma
glicoproteina presente na clara de ovo. A avidina tem peso molecular de 70
Kdal e liga-se a enzima peroxidase ou fosfatase alcalina. A biotina, por sua
‘vez, liga-se a IgG, sendo utilizada com um segundo anticorpo a semelhanga do
teste de ELISA indireto. Atualmente, diversas empresas tém produzido Kkits,
para pronto uso, utilizando estreptavidina, uma proteina tetramérica purificada
de Streptomyces avidinii e muito similar a avidina.

Neste método, o primeiro anticorpo liga-se ao antigeno o qual liga-se ao
segundo anticorpo biotinilado. Quando a avidina, ligada a enzima, €
adicionada, liga-se a biotina presente no segundo anticorpo. A enzima age
sobre o substrato causando a coloragio do meio.

A representagdo grafica do efeito amplificador do sistema avidina-
biotina pode ser visualizado na Fig. 21. Cada molécula do antigeno liga-se a
um anticorpo que possui, ainda, outros sitios de ligagdo que, por sua vez, se
ligardo a outras moléculas do segundo anticorpo ao qual esta ligado a biotina.
Assim, cada molécula do antigeno sera detectada por varias moléculas do
segundo anticorpo, aumentando a sensibilidade do teste.
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As IgG, ligadas a biotina, sdo comercialmente disponiveis nos
representantes da Sigma, Bio-Rad e Boehringer-Mannhein (Anexo IX).

Enzima

Avidina

Biotina

Anticorpo 2

Anticorpo 1

Antigeno

Fig. 21. Diagrama do efeito amplificador do sistema biotina-avidina, em
testes de ELISA.
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7.4. Dot-ELISA

O uso do teste de ELISA, em placas de poliestireno, foi logo adaptado
para outros materiais como polivinil ou membranas de nitrocelulose ou nailon
(Batteiger et al. 1982, Hawkes et al. 1982). O polivinil apresenta a
desvantagem de induzir maior reagéo néo especifica do que o poliestireno.

As membranas de nailon tém mais capacidade de ligagdo do que as de
nitrocelulose. Segundo Gersoni & Palade (1983), as membranas de nailon
retém cerca de 480 pg/cm? de proteina enquanto que as membranas de
nitrocelulose retém apenas 80 pg/cm?®. Além disso, membranas de nailon sdo
hidrofébicas e apresentam maior resisténcia a0 manuseio € aos solventes
organicos.

Basicamente, o sistema funciona como no ELISA indireto, com a
vantagem de ndo necessitar da leitora de placas. No entanto, ndo permite
avaliagdes quantitativas. O antigeno é colocado na membrana utilizando-se um
molde de plastico que prensa a membrana e direciona a posi¢do dos orificios
onde ¢ colocado o antigeno (Fig. 22). A seguir, faz-se um bloqueio dos sitios
da membrana, ndo ocupados pelo antigeno, adicionando-se, posteriormente, a
IgG. Uma anti-IgG conjugada a enzima ¢ finalmente adicionada. Ao se colocar
a membrana sob uma solugdo de substrato apropriado, as manchas decorrentes
da reagao positiva sdo visualizadas. Segundo Berger et al. (1985), este método
permite detectar até 0,5 ng de virus em uma preparagéo purificada.

Banttari & Goodwin (1985), utilizaram a membrana de nitrocelulose,
como suporte fisico, no método de ELISA duplo sanduiche. A modificagdo do
método, feita por Pereira (1985)° ¢ a seguinte:

1. imergir a membrana de nitrocelulose (0,45 pm) em agua destilada;

2.  imergir a membrana com IgG, diluida em tampdo cobertura, incubando-se
por 4 h, a temperatura ambiente;

3. lavar com tampdo TH (Tris-HCI 0,01M, NaCl 0,9%, Tween 80 0,05%, pH
7,4) por 30 min.;

d Comunicagdo pessoal da Dra. Ana Maria N. Pereira, prof. da Escola de Agronomia de
Evora, Portugal, para Alvaro M. R. Almeida, EMBRAPA-CNPSo, em 1985.
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MEMBRANA

Fig.22. Modelo de equipamento, em acrilico, utilizado para a técnica
Dot-ELISA. A membrana de nitrocelulose fica prensada entre
as placas de acrilico (1 cm espessura).

10.
11.

12,
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imergir a membrana em solugdo bloqueadora (3% albumina de soro
bovino diluida em tamp@o TH). Incubar por 1 a 2 h ,a 37°C. Para
membranas de nailon deve-se aumentar a concentragdo da albumina
bovina (10%) e também o tempo de incubagdo (12 a 16 h). Outro sistema
de solugdo bloqueadora utiliza leite em pd desnatado;

colocar a membrana sobre papel de filtro (Whatman N° 1), do mesmo
tamanho, previamente saturado com tampéao TH e, em seguida, adaptar
no molde plastico;

aplicar amostras de 10 a 100 pl em cada orificio do molde. No caso de
ndo se dispor do molde, colocar 2 a 10 pl das amostras com micropipeta,
espagadas em 5 mm,

incubar durante a noite, a 4°C, em camara umida;

retirar a membrana do molde e lavar cinco vezes com agua destilada. Em
seguida, lavar com tamp&o TH, contendo 2% Triton X-100 e mais quatro
vezes em tamp@o TH;

imergir a membrana no conjugado, cuja diluigdo foi estabelecida
anteriormente. Incubar a temperatura ambiente, por 4 h, sob leve agitag@o;

lavar cinco vezes em tampdo TH (30 min. cada lavagem);

imergir a membrana no substrato e, no caso de utilizar a enzima fosfatase
alcalina no conjugado, usar.solugdo 1:1 de "naphtol AS-MX phosphate"
(Sigma N 4875); 0,1% em 0,2M Tris-HCI, pH 8,2 e "Fast red TR salt"
(Sigma F8764); émg/ml em 0,2. M Tris-HCl, pH 8,2. A Sigma
comercializa também a solugo pronta (Sigma F4648). A solugdo de "fast
red" deve ser filtrada em papel de filtro Whatman N°1 antes de ser
utilizada; e

areagdo €, geralmente, ad juada entre 30 min. e 1 h. Paralisar a reag@o,
lavando a membrana cor . 4gua deionizada. Depois de seca, a membrana
deve ser guardada em local escuro para evitar perda de cor.

Uma outra variagdo de Dot ELISA, denominado Dot ELISA indireto foi

descrito por Hsu et al. (1990) e tem apresentado bons resultados no diagnéstico
de sementes de soja infectadas pelo virus do mosaico comum da soja. O extrato
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das sementes é obtido triturando as mesmas em tampao de extragdo com 0,2%
Triton X-100.
Neste caso, seguem-se 0s seguintes passos:

1) imergir a membrana em tampdo TBS: solugdo salina (0,15M), Tris-HCI
(0,05 M), pH 7,5;

2) dispor uma aliquota de 10 a 50 pul de extrato vegetal em cada orificio, sobre
a membrana, utilizando equipamento de acrilico. Com micropipeta, dispor
de 10 a 50 pl das amostras, espagadas de S mm;

3) deixar secar por 5 a 10 min. & temperatura ambiente;

4) imergir a membrana em solugdo bloqueadora contendo TBS, 0,05% de
Tween 20, 2% de PVP 20000 e 2% albumina de soro bovino. Incubar por
30 a 60 min. a temperatura ambiente;

5) transferir para solugdo contendo IgG especifica diluida conforme testes
preliminares. Incubar por 1 a 2 h, sob leve agitagdo, a temperatura
ambiente;

6) lavar a membrana em 4gua destilada. Lavar em solugdo TBS com Tween
20, a 0,05%, quatro vezes, em 30 min., com leve agitagdo;

7) incubar a membrana em uma solugdo contendo um segundo anticorpo
conjugado a enzima, diluido conforme recomendagdo do fabricante ou
conforme resultados preliminares, por 60 min.;

8) lavar a membrana conforme descrito no item 6; e
9) incubar a membrana no substrato especifico por 15 a 30 min.. Dever4
surgir coloragdo. Secar a membrana e guardar no escuro.
Em ambos os testes, caso se utilize peroxidase, o substrato adequado é
preparado da seguinte maneira:
1) solugdo A: 0,5 mg de 4-cloronaftol dissolvido em 1 ml de tampao TBS;

2) solugdo B: misturar 60 pl de H,0, (4gua oxigenada a 30%) congelada, em
100 ml de TBS;

3) misturar as duas solugdes e usar imediatamente; e
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4) apds coloragdo da membrana, lava-la em tampdo Tris-HCl 0,01M,
contendo EDTA 0,05M, pH 7.5.

7.5. Utilizacdo do teste de Elisa na detecgao de
fitopatogenos

7.5.1. Fungos

Os métodos imunoldgicos tém sido utilizados na detec¢do de fungos nas
sementes e em outros orgdos de propagagdo vegetativa. Johnson et al. (1982),
utilizaram o teste de ELISA para detec¢do de Epichloe typhina em festuca
(Festuca sp. L.) demonstrando a rapidez e a eficiéncia do método.

Gleason et al. (1987), demonstraram que um minimo de 250 ng de
micélio de Phomopsis longicolla, liofilizado, foi detectado pelo teste de ELISA
indireto. O antissoro reagiu também com preparagdes de Diaporthe
phaseolorum var. sojae e D. p. var. caulivora mas nio reagiu contra sete outros
patogenos de sementes de soja.

Outro exemplo da utilizagdo do teste de ELISA para caracterizagdo de
isolados de fungos é descrito por Kitagawa et al. (1989). Esses autores,
trabalhando com um antissoro preparado_contra um isolado de Fusarium
oxysporum f. sp. cucumerinum, denominado F504, conseguiram, através de
alteragdes na metodologia do teste, reduzir as reagdes cruzadas com nove
isolados de Fusarium, além de ndo detectar qualquer reagdo com outras
espécies de fungos estudados.

7.5.2. Bactérias

Similarmente aos fungos, as técnicas sorolégicas sdo ferramentas de
grande utilidade no diagndstico de bactérias fitopatogénicas. Entretanto, devido
a complexidade das células bacterianas, com grande numero de determinantes
antigénicos, ha enorme dificuldade para produzir anticorpos policlonais com
alta especificidade. Malin et al. (1985), procuraram estabelecer condigdes para
detectar Xanthomonas campestris pv. phaseoli, em sementes de feijdo, as quais
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sdo fonte de indculo primario desse patdgeno. Os autores utilizaram os testes
de ELISA e Dot-ELISA e concluiram que o Dot-ELISA foi o mais adequado
para a diagnose dessa bactéria nas sementes de feijdo.

Thaveechai & Schaad (1986) demonstraram que as membranas protéicas
de 35 isolados de Xanthomonas campestris pv. campestris, isolados com
cloreto de litio e utilizadas para produgdo de antissoro, permitiram separar essa
bactéria de outras espécies, embora as reagdes cruzadas entre os isolados da
mesma espécie ndo fossem eliminadas.

Com o advento dos anticorpos monoclonais, as reagdes cruzadas foram
eliminadas ou reduzidas. Desta forma, o teste de ELISA e suas diversas
variagdes tém sido de grande valia na diagnose e na taxonomia de bactérias
(Permar & Gottwald 1989). Esses mesmos autores desenvolveram anticorpos
monoclonais capazes de diagnosticar a infec¢do causada por um isolado de
Xanthomonas campestris pv. citri, especifico de laranjais da Flérida (EUA).

Recentemente, Rott et al. (1994) conseguiram separar tres serovares de
Xanthomonas albilineans, a partir de 215 isolados, utilizando trés antissoros
e as técnicas de ELISA, imunofluorescéncia e Dot-ELISA.

7.6. Determinagdo da concentracdo ideal dos reogenfes

O primeiro passo para utilizagdo do teste de ELISA, & estimar a
concentra¢do ideal dos reagentes empregados: antigeno, imunoglobulina e
conjugado. Segundo Clark e Bar-Joseph (1984), as concentragdes 6timas sdo
aquelas que maximizam as diferengas entre os valores do controle e os menores
valores da amostra infectada. Resumidamente, procura-se maximizar a
proporg¢do positivo: negativo (P/N). Isto € obtido a partir de diluigdes dos
reagentes. Na Fig. 23 ¢ mostrado um exemplo da combinagao de diluigdes de
IgG, conjugado e antigeno, para ELISA direto, tipo duplo sanduiche. O mesmo
esquema pode ser utilizado no ELISA indireto. Nesse caso, utiliza-se a dilui¢do
do conjugado (anti-IgG) determinada pelo fabricante. Pode haver casos em que
€ necessario titular o conjugado.
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Fig. 23. Esquema de microplaca para calibragio das concentragdes otimas
de Ig, conjugado e amostras infectadas e sadias, utilizando o teste

de ELISA direto, tipo sanduiche duplo.

A calibragdo do antissoro (IgG), geralmente, fornece uma curva de
absorbancia do tipo sigméide (Barbara & Clark 1982, Clarck & Bar-Joseph
1984), conforme ilustrado na Fig. 24.  ~

Na regido do platd, os valores obtidos ndo dependem apenas da interagdo
entre antigeno e anticorpo, mas de outros fatores como competigdo
intermolecular e saturagio dos sitios de ligagdo. A regido de resposta linear é
a mais utilizada, visto que pequenas variagdes na concentragdo do antigeno
refletem grandes variagdes nos valores de absorbancia. A regido de resposta
proporcional pode ser utilizada quando ndo se estabelece, convenientemente,
0s pardmetros anteriores.

E importante considerar que, ao promover combinagdes de dilui¢des do
antigeno, imunoglobulina e conjugado, procura-se verificar as concentragdes
que produzam maior relagio P/N.
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Plato

Linear

' Proporcional

ABSORBANCIA (nm) —»

DILUIGAO 1g ——

Fig. 24. Exemplo de curva obtida na calibraciio do teste de ELISA.

As diluigdes de cada reagente sio feitas no mesmo tampé@o. Entretanto,
§5o utilizados tampdes diferentes para cada reagente. Geralmente, o tecido
infectado ou sadio é macerado em tampdo cobertura (ELISA indireto) ou PBS
(ELISA direto sanduiche duplo). A imunoglobulina ¢ diluida em tampdo
cobf:rtura (ELISA direto sanduiche duplo) ou PBS (ELISA indireto) e o
conjugado, em PBS. E necessario realizar estudos prévios para estabelecer os
melhores tampées, bem como outros antigenos, para alguns virus. No CNPSo,
em trabalhos com virus de soja, baculovirus e fungos bons resultados tém sido
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obtidos com os tampdes comumentemente citados.

As vezes, sdo observadas reagdes ndo especificas com o tecido sadio
devido a presenga de anticorpos para proteina vegetal. Essas reagdes podem ser
reduzidas quando o conjugado (ELISA direto) ou a imunoblogulina-IgG
(ELISA indireto) sdo tratados com solug¢do de PBS, contendo o filtrado do
tecido sadio macerado (1g tecido sadio/ 9 ml PBS) e incubados por 3 h, a 37°C.
Este procedimento reduz, sensivelmente, as reagdes ndo especificas, atraves da
absorgdo das proteinas do tecido vegetal, presentes na amostra. Na Fig. 25 ¢
mostrado o exemplo da curva de calibragio obtida com antissoro produzido no
CNPSo, contra o virus do mosaico severo do caupi, isolado de soja. Os valores
de absorbancia, obtidos com ELISA indireto, mostraram que os valores do
controle reduzem a relagdo P/N e mascaram as conclusdes. No entanto, ao se
absorver a IgG com tecido de caupi sadio, houve sensivel declinio nos valores
do controle.

Outra possibilidade, para reduzir essas reagdes, € adicionar albumina de
soro bovino (3,0%) a solugdo de PBS, antes da adi¢do do conjugado (ELISA
direto) ou da imunoglobulina (ELISA indireto) e incubar durante a noite, a 4°C
ou 1 h e 30 min., a 37°C, seguindo apds a lavagem, com a adigdo do conjugado
e, posteriormente, do substrato.

Quando, na execugdo do teste, aparecer reagdo positiva com o controle,
trés problemas podem ter ocorrido:

1. o antigeno utilizado contém determinantes antigé€nicos detectados pelo
conjugado;

2. o antigeno foi utilizado em alta concentragdo, causando ligagdo nédo
especifica com o conjugado; e

3. o antigeno foi utilizado em baixa concentragdo, ndo havendo cobertura
eficiente da placa, deixando espagos que serdo preenchidos pelo conjugado.

A titulag@o dos reagentes, especialmente do conjugado, pode resolver o
problema.
A utilizaggo eficiente deste teste requer, inicialmente, que se estabelega

as concentragdes adequadas dos reagentes utilizados: imunoglobulina G,
antigeno e conjugado.
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Um exemplo de ficha para anotagdo dos valores de absorbincia
observados em microplacas, no teste de ELISA, € mostrado no Anexo X.

8. Purificacdo daimunoglobulina

Embora nos métodos sorologicos comumente utilizados (precipitina,
difusdo em gel, etc.) seja empregado o antissoro clarificado, obtido diretamente

N dos animais imunizados, para ELISA ¢ necessario proceder a purificagio da
e imunoglobulina, para eliminar contaminante_:s. como album1na§ e lipidios.
! ~S 1:20 Segundo Tijessen (1985), as vantagens de ut}lnzar 11nunoglobu11na (Ig). pura
= TS o sdo: 1) a quantidade de enzima necessaria para conjugar determinada
| i IQG sem quantidade de Ig ¢ reduzida cerca de dez vezes; 2) ha grande redugdo -na
E . oo b > coloragdo induzida por reagdo ndo especifica ("background"); e 3) maior
| 1:20 apsorcao ‘ _ . by | beaa)
C o - quantidade de Ig pode ser imobilizada no suporte fisico (placa ou membr
’ 1 1:80 ! . X )
Lo | 1:320 aumentando, assim, a capacidade de detec¢do do método.
cﬁ": . f s Normalmente, o método de purificagdo utilizado combina o uso de
© o sulfato de aménio e cromatografia em coluna de troca i6nica.
[3)
% 0 8.1. Purificagao com sulfato de amonia
€ ;
-8 E o método mais comumente utilizado para purificar imunoglobulina,
g TS0 a partir de antissoro recém-coletado. O sulfato de amoénio precipita as
8 TS 18 globulinas enquanto as albuminas permanecem em solugdo. Os lipidios,
< ©°3 S 10 |gG com presentes no antissoro, sio considerados contaminantes e ndo sdo separados
=S 1:1280

> 1-20 abSOFQéO por este método.

0.2

“+1 1:80 Etapas do processo:
:: :j?zZo 1) adicionar 8 ml de 4gua destilada a 2 ml de antissoro;

0.1

/

2) adicionar 10 ml de solugo saturada de sulfato de amonio, por gotejamento
e sob agitagdo constante;

1:50 1:150 1:450 1:900

Diluicao

3) deixar em repouso por 30 a 60 min., & temperatura ambiente;
4) centrifugar a 8.000 g por 10 min. e coletar o precipitado;

5) dissolver o precipitado em 2ml de PBS 50%; Repetir os itens 1 até 5;

Fig. 25.  Curva de calibragio do teste de ELISA indireto, utilizando diferentes
diluigdes de IgG contra o virus do mosaico severo do caupi, com e sem
absorcdo por tecido sadio. I = tecido infectado; S = tecido sadio.
Conjugado de fosfatase alcalina produzido em cabra e utilizado na
diluig¢do de 1:5000.

6) dialisar trés vezes (1 litro de PBS 50%, por vez), num intervalo de 18 h,
com agitagdo, a temperatura de 5 a 8°C;



7)
8)

9
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centrifugar a 3.000 g, por 10 min. Coletar o sobrenadante;

determinar a concentragdo de Ig em espectofotometro, a 280 nm e diluir
de modo a obter absorbancia de 1,4 (equivalente a 1 mg proteina/ml); e

filtrar (filtro 0,2 pm), adicionar 0,04% de azida de sddio (NaN;), para
prevenir contaminagdes com microorganismos € armazenar a 4°C.

8.2. Purificacdo adicional por cromatrografia de coluna de

troca ibnica .

Quando se fizer necessario um alto grau de pureza, a imunoglobulina

pode ser purificada através da cromatografia com DEAE-celulose ("anion-
exchanger"), de acordo com as seguintes etapas:

1)
2)
3)
4)

5)

6)

7
8)

9)

utilizar, como coluna, uma pipeta de 10 ml ou seringa de vidro de 10 ml;
utilizar algoddo como retentor;
a coluna deve ter cerca de 8 cm de alturae 1,2 a 1,4 cm de didmetro;

preparar a coluna com DEAE celulose, hidratada de acordo com as
instrugdes do fabricante. Algumas marcas dispiniveis sdo: DEAE-
Sephadex A-50, da Pharmacia e Cellex D, da BIO-RAD;

lavar a coluna, vérias vezes, com PBS (50%) até que o pH do efluente seja
igual ao pH do PBS adicionado. Ndo deixar que o nivel do eluente na
coluna baixe além da superficie da DEAE celulose;

aplicar, na superficie da coluna, 2 ml da solugdo de Ig purificada
anteriormente com sulfato de amoénio (NH,),SO,. Utilizar PBS (50%) como
eluente (lavagem da coluna), por gotejamento;

coletar as fragdes (1 ml) do eluente em tubos de 5 ml (15 a 20 tubos);
medir a densidade otica, a 280 nm, em espectrofotdmetro e juntar as
fragdes com leitura superior a 0,8 (absorbancia); e

A solugdo de IgG obtida deve ser diluida com PBS (50%) até que se
obtenha absorbancia igual a 1,4 (equivalente a 1 mg/proteina por ml).
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9. Preparo do conjugado

9.1 Conjugado IgG - fosfatase alcalina

)

2)

3)

4)

5)

O processo segue a seguinte ordem:

misturar 10 mg de Ig purificada com 1 ml (5 mg) da enzima fosfatase
alcalina (Sigma VII-NT);

adicionar, vagarosamente e sob agitagéo (5 min.), glutaraldeido (solugéo
10%, recém preparada) para a concentragdo final de 0,06%. A solugéo de
glutaraldeido 10% pode ser conservadar em frasco escuro, a 4°C, por até

dois meses;

deixar em temperatura ambiente por 1 a 3 h. Uma coloragdo palha podera,
ou ndo, desenvolver-se;

dialisar quatro vezes, com 500 ml PBS por vez, a 4°C, sob agitagéo,
durante 18 h para remover o glutaraldeido. Na primeira dilise adicionar
0,05% de NaN; ao PBS; e

adicionar igual volume de solugdo de albumina bovina (10 mg/ml) e
armazenar a 4 a 6°C. Caso ndo tenha sido utilizado azida de sédio (0,03%),
na purificagio da IgG, deve-se fazé-lo agora para conservar o conjugado.

9.2 Conjugado IgG - peroxidase, segundo Mackenzie (1990)

As etapas do processo sio:

dissolver Smg de peroxidase em 1,25 ml de tampdo acetato de sddio

0,01M, pH 7,5:

adicionar 0,25 ml de periodato de sédio (NalO,) 0,1M, deixando no escuro,
por 1h, a temperatura ambiente;



= T =

3. dialisar trés vezes em tampdo acetato de sodio 0,001M, pH 4,5, por 12 a 16
h, a 4°C;

4. adicionar 2mg de IgG, dissolvida em 0,2 ml de tamp@o carbonato de sodio
0,2 M, pH 9,5. Manter por 2 a 3 h, a temperatura ambiente, com leve
agitacdo;

5. adicionar 0,25 ml de borohidrato de sédio (NaBH,) (4 mg/ml) e deixar a
4°C, por 3h ou durante uma noite. Alternativamente, pode-se usar 0,25 ml
de 4cido ascorbico (Smg/ml); e

6. dialisar trés vezes com PBS, por 16 h, a 4°C.

10. Preparacdo de F(ab’),, segundo Converse
& Martin (1990).

Proceder da seguinte forma:

1) dialisar 2 mg de IgG por 16 a 18 h, a 4°C, mudando o tampio acetato de
sodio 0,05 M, pH 4, por trés vezes, utilizando um volume total de 1500
ml;

2) preparar a solugdo estoque de pepsina (1 mg/ml). Adicionar 90 pl a
solugdo de IgG;

3) incubar 16 a 18 h, a 37°C;

4) dialisar por 12 a 18 h, a 4°C, com trés trocas de tampao PBS, num total de
1500 ml;

5) ajustar a concentragdo de F(ab'"), para 1 mg/ml utilizando o valor de
absorbancia de 1,06 (280 nm);

6) adicionar azida de sodio na concentragdo final de 0,02% e armazenar a
4°C; e

7) determinar a concentragdo 6tima através do método descrito no item 7.6,
para ser utilizado como anticorpo de captura nos testes de ELISA.
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11. Solucoes tamponantes ufilizadas No teste
de ELISA

1. Solugdo de PBS (pH 7,4) - Preparagdo para 1 [
- 8,0 g NaCl
- 0,2g KH,PO,
- 2,9g Na,HPO,.12H,0
-0,2g KCI

Solubilizar os reagentes em agua destilada e em seguida completar o
volume com agua destilada para 1 /. Determinar o pH da solugéo final.

E conveniente preparar solugdo estoque, concentrada dez vezes e diluir
quando necessario. A solugdo estoque apresentara o pH menor que 7,4.

2. Solugdo de PBS-Tween 0,05%
- 0,5 ml Tween 20 e solugdo de PBS (0,05%)

3. Tampio de cobertura (pH 9,6) (manter em refrigerador)
- 1,59g Na,CO,
-2,93g NaHCO,

Solubilizar os reagentes em agua destilada e, em seguida, completar o
volume com agua destilada para 1 /.

4. Tampao de extragio
- 17 PBS-Tween 20 e 2% PVP (20 g/l)
- PVP = polivinilpirrolidona solavel PM 40.000

O PVP reduz a interferéncia dos fendis e taninos, que ocorrem nas
plantas e sio liberados durante a trituragdo. Em algumas espécies vegetais,
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esses compostos ocorrem em baixa concentragio e o PVP nio € utilizado (ex.

soja).

5. Tampdo conjugado (manter em refrigerador)

- 117 de PBS-Tween 20, 2% de PVP ¢ 0,2% de ovoalbumina

6. Tampdo do substrato (pH 9,8) para fosfatase alcalina (Conservar em
refrigerador) i

- 97 ml dietanolamina

= 0,2g NaN3

- 800 ml H,0

Solubilizar a dietanolamina em 800 ml de 4gua destilada e ajustar o pH
em 9,8 com HCI IN concentrado. Adicionar 4gua destilada, completando o
volume para 1 /.

A partir deste ponto, inicia-se a calibragdo dos reagentes a serem
utilizados, determinando as concentragdes otimas dos mesmos.

12. Interpretac@o dos resultados de ELISA

Uma das dificuldades na diagnose das amostras de plantas supostamente
infectadas, através do método de ELISA, estd no momento de decidir se os
valores de absorbancia obtidos sdo, realmente, diferentes daqueles obtidos com
a amostra sadia (controle). Isto foi observado por Sutula et al. (1986), durante
o estabelecimento de niveis divisores entre reagdes positivas e negativas.

O ideal seria que os valores de absorbancia das amostras analizadas
fossem distribuidas como é mostrado na Fig. 26. Entretanto, ¢ comum
encontrar valores distribuidos, como ilustrado na Fig. 27, onde os valores
obtidos para amostras de tecidos de soja, infectados com o virus do mosaico
comum da soja, sdo iguais ou ligeiramente superiores aqueles obtidos com
tecidos sadios. Se considerarmos esses valores (amostras 5, 8, 10, 16 e 17), na
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Fig. 26. Resultado do teste de ELISA, obtidos com sementes de soja
infectadas pelo virus do mosaico comum da soja.

diagnose, como negativos, configurar-se-a resultado falso negativo, visto ‘ u
os extratos dessas amostras, foram infectivos, quando inoculadas
mecanicamente em plantulas de soja.

Para determinar o valor de absorbancia limite, que permite diagnosticar
amostras infectadas e sadias, varias sugestdes tém sido apresentadas. De acordo
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com Clark & Bar-Joseph (1984), amostras infectadas sio aquelas cujos valores
de absorbancia sio maiores do que a média das absorbancias do controle,
acrescida de duas ou trés vezes o desvio padrdo calculado para o controle
(X+2s ou X +3s).

Fica evidente, que a determinagdo do limite na diagnose por ELISA, bem
como o numero de falsos positivos ou falsos negativos, depende do método
utilizado e deve-se sempre citar, junto aos resultados, como foi estabelecido

o limite.

Embora nio haja um método exclusivo, que possa ser utilizado para
todos os casos, é importante considerar alguns pontos:

a) incluir sempre, em todos os testes, dez amostras de tecidos sadios,que
permitirio estimar a média e o desvio padrdo para comparagdo com
tecidos infectados. Um bom conhecimento prévio da variagdo dos valores
de absorbancia do controle, auxilia na interpretagio dos resultados;
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Fig. 27. Resultado do teste de ELISA indireto, obtido com sementes de
soja infectadas pelo virus do mosaico comum da soja.

PR e

b) estabelecer qual o método para determinar o limite dos valores de

absorbéncia entre amostras positivas e negativas utilizando as formulas:
X+28, xX+3s: 2%, 3X)efc;

c) incluir sempre, em cada analise, uma série de diluigdes das amostras
sadias e infectadas;

d) repetir o teste para amostras cujos valores de absorbancia apresentem
dificuldades de diagnostico; e

e) determinar as diluigdes adequadas de IgG, conjugado e antigeno que
permitam eliminar os falsos positivos ou falsos negativos.

Embora todas estas observagdes sejam futeis, existem, ainda, sérias
dificuldades na analise dos resultados obtidos por ELISA. E comum verificar
variagdes entre repeti¢des, tanto na mesma placa quanto em placas diferentes.
Em artigo publicado recentemente Bauske et al. (1994) demonstraram a
necessidade de utilizar delineamento estatistico apropriado. Nos experimentos,
as médias para o mesmo tratamento apresentavam coeficiente de variagdo com
valores entre 3,8% e 20,3%, o que sugere variago entre as repetigdes. Esses
autores sugeriram o uso de blocos casualizados como forma de reduzir esta
variagdo. No CNPSo, variagdes de até 20%, tém sido detectadas.

A quantificagdo do teor de um determinado antigeno, pelo teste de
ELISA, em uma amostra, requer a obtengéo de uma curva padrdo com teores
conhecidos do antigeno e respectivos valores de absorbancia. Segue-se com
a obtencdo da equagdo de regressdo, que permitird estimar a concentragao do
antigeno, na amostra estudada.

Um modelo de ficha, para anotagdo dos valores das absorbancias
detectados em microplacas de ELISA, é mostrado no Anexo X.

13. Anticorpos Monoclonais (AMC)

Como a "superficie" das proteinas (ou outros imundgenos) possui
diversos determinantes antigénicos (ou epitopos), fica claro que a resposta
imunoldgica ndo produzira apenas um, mas diversos anticorpos, contra cada
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epitopo presente no imunogeno. Porisso, ¢ denominado antissoro policlonal.
Esse antissoro possui, portanto, varios anticorpos que apresentam diferentes
graus de afinidade para com seus respectivos antigenos. E possivel até, que
determinado anticorpo tenha maior afinidade para com um antigeno diferente
daquele que lhe deu origem.

A partir do trabalho de Kohler & Milstein (1975), utilizando o método
de hibridizagdo de células somaticas, foi possivel produzir, separadamente, um
anticorpo especifico para um tinico epitopo. A este anticorpo deu-se o nome de
anticorpo monoclonal.

A técnica baseia-se na fusdo do linfcito B (produtor de anticorpos) com
uma c€lula cancerosa (mieloma), induzindo, assim, a multiplicagdo desor-
denada dos linfécitos B. Dessa forma, é possivel manter, indefinidamente, "in
vitro" esse linfécito que ira produzir um tnico "tipo" de anticorpo .

Os anticorpos monoclonais sdo extremamente importantes nos estudos
de taxonomia viral, nos estudos epidemiolégicos com diferentes isolados
geograficos de fungos (Ferguson et al. 1987), bactérias (Yuen et al. 1987) e
virus (Nutter et al. 1993) e na analise de epitopos presentes em proteinas
capsidiais. Sdo utilizados, também, na identificagdo de viroses de dificil puri-
ficagdo, com baixa conéentrag:ﬁo viral e onde a produgdo de anticorpos
policlonais € de dificil obtengdo (Sander & Dietzgen 1984). Neste caso, devido
ao seu tamanho, os camundongos utilizados na produgio de AMc requerem

pequenas doses de imundgeno para sua sensibilizagdo, em comparagdo com
coelhos.

E importante ressaltar que os AMc sdo especificos para determinados
epitopos e ndo especificos para um determinado virus. Na verdade, esta
propriedade tem sido explorada por diversos pesquisadores, permitindo separar
virus muito relacionados (Porta et al. 1989). No entanto, para avaliagdo do
relacionamento entre diversos isolados, deve-se utilizar anticorpos policlonais.
Outro problema, levantado por Dore et al. (1988) refere-se as alteragdes
estruturais que as particulas virais podem sofrer nos testes de ELISA. Como o
tampdo cobertura tem pH 9,6, pode causar mudangas na estrutura das proteinas,
impedindo a agio de AMc que ndo reconhecera o novo epitopo (neotopo).
Culver & Sherwood (1988), referindo-se a detecgdo de virus em sementes,
demonstraram que o teste de ELISA indireto, utilizando AMC, foi mais
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sensivel do que o teste indireto e ELISA sanduiche duplo, com anticorpos
policlonais. A grande vantagem do uso de AMc € sua reproducibilidade, devido
4 interminavel disponibilidade de AMc.

Muitos AMc n#o precipitam antigenos virais, em teste de dupla difusdo
em agar, tornando o seu uso limitado nestes testes.

13.1. Produc¢do de anticorpos monoclonais
13.1.1. Imunizacdo de ratos

Os ratos das linhagens BALB/c ou STU foram, geneticamente,
"melhorados" para produzir grandes quantidades de anticorpos e, porisso, sdo
usados nesses trabalhos. Os ratos, com dois a quatro meses de idade, sdo
imunizados com antigeno cuja concentragdo variava de 60 pg até 6 mg. A
primeira imunizagdo ¢ feita com adjuvante completo de Freund via subcutanea
ou intraperitonialmente (Wieczorek et al. 1984). Para aumentar o titulo, sugere-
se outra injegdo via intraperitonial ou intravenosa com adjuvante incompleto
quatro dias antes da extragdo do bago. O bago extraido sera maCt.arado e
passado por peneira de 75 mesh. As células resultantes devem ser mantidas em

tampdo apropriado.

13.1.2. Fusd@o de células

As células de mieloma, utilizadas nesse tipo de trabalho, ndo produzem
anticorpos ou ndo secretam anticorpos. Ha varias linhagens disponiveis para
aquisi¢do no comércio. A fusdo entre as células de mieloma e linfocitos B,
extraidos do bago dos ratos, se da pelo uso de PEG (polietileno glicol BM
6000). Normalmente utiliza-se 1,5 ml PEG 40% por 10% células. A mistur.a, em
tampdo apropriado, é colocada nos orificios de placas de poliestireno,
apropriadas, contendo o meio designado HAT. Nesse meio, apenas as células
fundidas (agora designadas hibridomas) desenvolver-se-do. (Fig. 28 e 29).
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13.1.3. Clonagem

Ap6s trés semanas, as células que se multiplicarem no meio HAT serdo
produtoras de anticorpos contra o antigeno utilizado na imunizag@o dos ratos.
Neste ponto, testa-se por ELISA para verificar qual dos orificios contém
hibridomas (ELISA positivo). Os orificios com reag@o positiva sdo utilizados,
isoladamente, para a diluigdo maxima dos hibridomas, a fim de obter um tinico
hibridoma, separado da mistura, de cada orificio original. Este procedimento
¢ repetido por duas a trés vezes. Deste modo, obtem-se um unico hibridoma,
produzindo o anticorpo de interesse. Ao final do trabalhe, tem-se diversos
hibridomas iguais e outros que sintetizam diferentes anticorpos, obtendo-se,
assim, varios AMc. Este procedimento, entretanto, requer avaliagdes
adicionais. Assim sendo, caso ja existam isolados de um mesmo virus que
apresentem alguma variabilidade quanto ao aspecto soroldgico, esses poderdo
ser utilizados para a separagdo dos AMc. Em outros casos, pode-se utilizar uma
proteina conhecida que, apds hidrdlise com certas proteases, serdo testadas
com os varios AMc obtidos. Segundo Clausen (1988), os AMc, a semelhanga
de anticorpos produzidos em ovos de galinha, apresentam reduzida
precipitagdo em testes de difusdo em agarose e, portanto, ndo sdo indicados
para esses testes. Esquemas desse método podem ser vistos nas Fig. 28 e 29.

Uma descrigdo mais detalhada sobre a produgéo de anticorpos através
de clonagem é fornecida por Jordan (1990).
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14. Outros usos das técnicas soroldgicas

Apo6s conhecer as técnicas soroldgicas e suas diversas variagdes, €
possivel utilizé-las diretamente ou ajusta-las a outros objetivos (Wang 1986).
Alguns exemplos serdo dados a seguir. -

14.1. Detecgao dos teores de hormdnios em plantas

Normalmente, os teores de hormdnios produzidos por organismos vivos
tém sido quantificados através de técnicas de purificagdo e fracionamento, a
partir de extratos brutos. Isto requer grandes quantidades de extrato purificado.
As analises quantitativas, a partir de pequenas quantidades de amostras sdo,
quase sempre, impossiveis de serem feitas pelos métodos convencionais ou
entfo requerem demasiado tempo e equipamentos sofisticados. O uso do teste
de ELISA, através de antissoros de alta qualidade, produzido para testes
qualitativos e quantitativos de hormonios, tem permitido que essas avaliagdes
sejam realizadas facilmente, utilizando, inclusive, extratos semi-purificados.
Alguns exemplos sdo os testes realizados com os 4cidos indolacético e
abscisico, varias giberelinas, citocininas e outras proteinas (Fuchs & Fuchs
1969, Jones & Chen 1976, Hirel et al. 1982, Weiler 1982). Entretanto, existem
algumas dificuldades quanto ao uso de ELISA com estes objetivos:

1. determinag@o de curva de resposta; e

2. ocorréncia de reagdes cruzadas (reagdes ndo especificas).

O uso de anticorpos monoclonais (AMc) tem solucionado esse
problemas. Entretanto, os AMc ndo sio facilmente obtidos como-pode parecer.
Além de dispendiosa, sua produgdo exige laboratério apropriado, pessoal
treinado, tempo em torno de trés meses e, ao final, podem ocorrer resultados
frustrantes. No entanto, os AMc vém sendo desenvolvidos, em varios paises,
para esse tipo de estudo e apresentam grande especificidade (Trione & Morris
1983, Mertens et al. 1985).
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14.2. Técnicas imunocitolégicas

E sabido que os tecidos vegetais contém iniimeras enzimas. Por diversas
vezes, houve interesse de determinar, em cortes histologicos feitos em 6rgaos
vegetais, onde essas enzimas de interesse estdo localizadas. Embora nio seja
possivel avaliar.sua atividade.

De posse de um antissoro, preparado contra a enzima de interesse, é
possivel avaliar sua localizagdo num sistema celular organizado. Neste caso,
o antissoro € ligado a uma molécula de isotiocianato de fluoresceina que,
quando submetida a luz ultra-violeta, fluoresce e apresenta coloragio verde-
amarelada. Outro composto fluorescente utilizado é o isotiocianato de
tetrametilrodamina. As dificuldades iniciais sdo: purificagdo da enzima,
preparo do antissoro, obtengio de cortes histolégicos adequados e redugdo de
autofluorescéncia. A autofluorescéncia, observada em cortes sob luz UV, é
uma desvantagem e € devida 4 presenga de compostos fenélicos, lignina,
celulose e clorofilas. Sua interferéncia depende do comprimento de onda e dos
corante utilizados.

A maneira de reduzir essa interferéncia, causada pela autofluorescéncia,
€ tratar os cortes com solugdo azul de EVANS. Utilizando luz UV e filtro de
495 nm, observa-se que os tecidos corados pelo azul de Evans (Evans blue;
Sigma E 2129) ficardo vermelhos, enquanto que as partes coradas com o
conjugado (antissoro + corante) ficardo amarelo-esverdeadas, permitindo,
assim, uma melhor analise das estruturas celulares.
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— ANEXO | —

Produgio de massa micelial, imunizagio e producio
de antissoros de fungos.

Fungos, devidamente isolados e caracterizados, podem ser utilizados
como imunégenos. Diversos trabalhos realizados no Brasil e no exterior
relatam estudos sorol6gicos com fungos (Geraldi & Kimati 1982, Chakraborty
& Purkayastha 1983, Gleason et al. 1987, Mohan 1988).

Descri¢iaoe do método:

1. transferir pequenos fragmentos de meio sélido contendo o fungo para
frascos erlenmeyer (250 ml) contendo meio de cultura liquido. A incubagio
¢, geralmente, feita 4 temperatura ambiente, sob leve agitagio. Fungos de
soja, utilizados no CNPSo para esse estudo, geralmente produzem massa
micelial suficiente apos 10 ou 12 dias de incubago; ‘

2. filtrar o meio em papel de filtro Wathman N° 1, & vécuo. Lavar com 4gua

destilada e secar, parcialmente, o micélio, em papel de filtro, retirando o
excesso de umidade. As amostras podem ser entdo congeladas até o
momento do uso;

3. triturar, em almofariz, 1 g do micélio com 5 ml de solugio salina. Manter
o extrato em refrigerador, por 4 h. Em-seguida, centrifugar a 5000 g, por
10 min. e utilizar o sobrenadante na determinagéo do teor de proteinas. As
amostras, com a concentragdo de proteinas conhecida, poderéo ser conge-
ladas ou utilizadas imediatamente. H4 pesquisadores que utilizam esporos,
ao invés de micélio, para a produgdo de antissoros; €

4. misturar 0,5 ml de antigeno com igual volume de adjuvante de Freund e

aplicar nos animais por via intramuscular. Para os testes posteriores de
avaliag@o do titulo do antissoro, por microprecipitina ou dupla difusao em
gel, utilizar as amostras previamente congeladas.
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Outra opgdo para o preparo de antigenos ¢ citada por Gleason et al.
(1987). Esporos de Phomopsis longicolla, coletados do meio de cultura, foram
distribuidos em placa de Petri contendo meio de BDA (batata - dextrose -
4gar). A massa de esporos germinados foi coletada, lavada, concentrada por
centrifugagio, liofilizada e posteriormente macerada. O material, armazenado
sob congelamento, foi utilizado como antigeno para a produgédo de antissoros,
bem como nos testes de ELISA.

— ANEXO Il —

Purificagiio de antigeno por eletroforese

A sorologia tem sido utilizada na identificagdo de isolados de fungos.
Entretanto, o antissoro policlonal preparado contra proteinas oriundas de
micélio de um determinado fungo, comumente reagem com proteinas de outros
fungos, demonstrando a ocorréncia de determinantes antigénicos comuns. A
solugdo encontrada por alguns pesquisadores foi a identificag@o de proteinas
ndo comuns. Isto pode ser conseguido submetendo a amostra do extrato
micelial a eletroforese. Apds a coloragdo do gel com "coomassie blue", as
bandas das proteinas, que ndo sdo comuns a todas as amostras e que poderéo
discriminar os isolados de interesse, sdo eluidas do gel e utilizadas como
antigeno (Fig. 1). O fragmento de gel, contendo a proteina de interesse (nédo
comum) ¢ triturado em almofariz, adicionando agua destilada esterilizada e
essa solugéo € entdo injetada no animal. Outro método consiste em lavar o
fragmento de gel com 4gua destilada e liofiliza-lo. Em seguida, adicionar dgua
destilada (0,5 ml), incubar a temperatura ambiente, por 2 a 4 h e injetar no
animal. O titulo do antissoro dependera da concentragdo protéica na amostra
e do nimero de injegdes.

A descrigdo do método de eletroforese e da extragdo das proteinas
miceliais pode ser encontrada em Alfenas et al. (1991).
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Fig. 1. Zimograma obtido a partir de eletroforese de proteinas de fungos,
mostrando as bandas capazes de induzir a producio de anticorpos
e que podem separar os tres isolados. As bandas A, B e C podem
ser extraidas do gel e utilizadas como imunégenos especificos para
cada fungo estudado.
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— ANEXO Il —

Producio de células bacterianas, imuniza¢io
e produciio de antissoros

Diversos métodos tém sido descritos a respeito desta técnica (Lucas &

Grogan 1969, Caron & Copeman 1985, Malin et al. 1985). Nesta publicagio,
descreveremos o método de Nakashima & Nydegger (1986) que utilizaram
isolados de Pseudomonas solanacearum;

1. estabelecer, inicialmente, a cultura em meio apropriado, o qual, apés a

inoculagdo, deveser incubado & temperatura de 28°C a 30°C, por 48 h;

2. preparar solug3es de BaCl, (1%) e de H,SO, (1%). Misturar aliquotas pré-

determinadas das duas solugdes, conforme apresentado na Tabela 1, e
medir as absorbancias. Em tubo de cultura, ressuspender a massa de
bactérias em solugdo salina NaCl 0,85%, esterilizada. Centrifugar a
suspensdo bacteriana a 12000 g,' por 5 min., lavando o precipitado duas
vezes com solugdo salina esterilizada. A seguir, diluir a suspenséo para a
concentragdo de 10° células por ml, por comparagdo, utilizando colorimetro,
através da leitura comparativa das absorbéncias, conforme descri¢do de
McFarland, citado por Klement et al. (1990). Utilizando a tabela, podemos
verificar que a concentragdo estimada de células bacterianas correspondente
ao valor 4, na escala de McFarland, equivale a 1,2 x 10° célulaé/ml;

. efetuar a sangria do animal para obtengdo do antissoro normal ou pré-
imune;

. misturar 1 ml da suspensdo de células bacterianas & igual volume do
adjuvante incompleto de Freund. Apés homegeneizagio, aplicar essa
solugdo por via intramuscular ou subcutinea (seis locais diferentes, no
dorso do animal). Quatro inje¢des posteriores, sem adjuvante, serdo
realizadas com intervalos de dez dias entre cada uma delas; e

R
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5. determinar o titulo do antissoro obtido utilizando os testes de micro-

precipitina ou de dupla difusdo em gel, com concentragio em torno de 10°
células bacterianas por ml de solugdo salina. No teste de microprecipitina,
a leitura pode ser feita de 3 a 6 h apés a mistura do antigeno com o
antissoro.

TABELA 1. Aliquotas de cloreto de bario e de acido sulfiirico necessarias

para a obtengio de turbidez correspondente as concentragées
de células bacterianas/ml, em analises colorimétricas. Fonte:

Klement et al. (1990).

Escala de BaCl, H,SO, N°células bacterianas
McFarland ml ml x (108 cel./ml)

1 0,1 9,9 3

2 0,2 9,8 6

3 0,3 9,7 9

4 0,4 9,6 12

5 0,5 9,5 15

6 0,6 9,4 18

7 0,7 9,3 21

8 0,8 9,2 24

9 0,9 9.1 27

10 1,0 9,0 30
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— ANEXO IV —

Determina¢do da concentracio de proteinas
pelo método de BRADFORD (1976).

1. PREPARO DOS REAGENTES

1.1. Reagente de Bradford

Dissolver 200 mg de azul brilhante de coomassie (Coomassie brilliant
blue G-250 - Sigma B5133) em 50 ml de etanol ou metanol. Deixar a solugdo
sob agitagdo constante durante 2 h. Apés a homogeneizagdo, adicionar,
lentamente, 100 ml de H;PO, (4cido fosférico) a 85%. Deixar a mistura sob
agitagdo constante por 2 h. Apds essa segunda homogeneizagio, deixar a
solugdo em repouso por 24 h e, a seguir, completar o volume, com 4gua
destilada deionizada, para 1000 ml. Deixar em repouso por mais 24 h e, entfo,
filtrar em membrana milipore, poro de 0,45 um (duas camadas). A solugéo
deve apresentar cor marron-clara (cor de cha). Acondicionar em frasco escuro
(frasco ambar, envolto em- folha de papel aluminio) e armazenar em
refrigerador (4°C).

1.2. Tampao Tris-HCI

O tampdo Tris-HCI € obtido dissolvendo 7,47 g de Trizma base em 80
ml de 4gua destilada deionizada e titulando essa solugdo com HCI concentrado,
até pH 6,8. Completar o volume para 1000 ml com 4gua destilada deionizada.
Armazenar a temperatura ambiente.

2. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINA

Inicialmente, deve-se estimar a curva padrdo, utilizando albumina
bovina cristalizada como padro e o reagente de Bradford como reagente de
cor.

= 00 =

3. CURVA PADRAO

1. Preparar solugdes de albumina nas seguintes concentragdes: 200, 400, 600, -

800, 1000, 1200 e 1400 ug/ml de tampdo Tris-HCI, pH 6,8.

2. Adicionar, em tubos de ensaio, 5 ml do reagente de Bradford e 0,1 ml das
solugdes padrio de albumina.

3. Homogeneizar e, em seguida, determinar a densidade 6tica das solugdes
em espectrofotémetro, regulado para um comprimento de onda de 595 nm.

4. Tragar a curva padrio, utilizando a equagfo de regressdo linear que ser4
obtida a partir dos valores das concentragdes de albumina e das
absorbancias correspondentes. Analogamente, determinar a densidade 6tica
das amostras ap6s a reagdo das mesmas com o reagente de Bradford e
estimar a concentragdo de proteina pela equagio de regressdo obtida.

5. Exemplo da determinagdo da equagdo de regressdo

Suponha os seguintes valores:

Concentragio BSA Absorbéncia
(ng/ml) nm
200 0.25
400 0.75
600 1.20
800 1.75
1000 2.00
1200 2.25
1400 2.50
(Y) (%)

A equagdo da regressdo linear é: Y = a + bX;
A equag@o obtida com os dados acima é: Y = 10,3182 - 516,61X;

A leitura da amostra desconhecida foi 0,8. Substituindo este valor na equag#o tem-se:
Y =10,3182 - 516,61 x (0,8) e Y =423,6 ;

Isto significa que a amostra estudada tem 423,6 pg de proteina por ml;

Detalhes relacionados & obtengdo da regressio podem ser encontrados em livros de
estatistica.
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— ANEXQO V — — ANEXO VI —

Modelo de ficha para controle de imunizagio de animais. Modelo de caixa para manuseio de coelhos durante a sangria.
©

\
EMBRAPA !
CENTRO NACIONAL DE PESQUISA DE SOJA

Setor de Virologia

PRODUGAO DE ANTISSORO

Antigeno:
Esquema de Imunizagdo

DATA | TIPO DE INJEGAO

ANTIGENO| ADJUVANTE
I1(intramuscular)

SANGRIA|TITULO | METODO

sem (S) SOROLOGICO
SC (sub cutanea) (mg/ml) Completo(C) (ml)
E (endovenosa) Incompleto (1)

Observacoes:

e
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— ANEXO VIl —

Modelo de ficha para anotacio de resultados obtidos
com teste de microprecipitina.

©

EMBRAPA
CENTRO NACIONAL DE PESQUISA DE SOJA

Setor de Virologia
TESTE DE MICROPRECIPITINA

Antigeno. Data L Vi

Antissoro
Temperatura— °C. Duragdo Incubag hr

Obhservagdes

Coluna = diluigdo antissoro
Linha = diluigdo antigeno

RESULTADOS Diluigdo Antigeno
i YyetTrstTEetT st ) el )

A(

Diluigdo
Antissoro |B(

c(
DY
E(

e e~ M~ = |~
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— ANEXO VIl —

Modelo de caixa com luz difusa para observacio de linhas de
precipitacio em testes sorologicos de dupla difusio em gel.
Todo o interior da caixa deve ser pintado com tinta preta fosca.

CAIXA LUZ DIFUSA

Feltro preto

-8B

| Prato de aluminio
| —FEstrutura de arame

Lédmpada
Corte A-B Espelho inclinado
.—Lateral da caixa
Espelho inclinado
Corte C-D 4
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— ANEXO IX — — ANEXO X —

Reagentes e equipamentos para laboratorio e respectivas .
g P P P Modelo da ficha para anotagio dos valores de absorbincia em

marcas e enderegos de seus representantes no Brasil. tester BETLISA
Item Marca Representantes no Brasil |
Reagentes Bio-Rad Bioagency Centro Nacional de Pesquisa de Soja
New England Laboratories Bioagency e rimar
Boehringer Manhein Bioagency - . °
. Amostra Vil
Sigma/Aldrich Chemical Sigma/Aldrich - i S
ntigeno. Conc Hora Te
Pharmacia Pharmacia Biosytems do Brasil g " S 5 il
onc ora emp
Sigma Interlab ‘Conjugado Conc Hora Temp
Difco Interlab Substrato Sane g T
Equipamentos, Bio-Rad Bioagency | 2 3 4 ] = e N 8 | o |wo ]l e
placas ELISA, Sigma Sigma/Aldrich 2
micropipetas, Cole-Parmer D.P. Instrumentos
etc. Cientificos Ltda. g 8
Difco Interlab 1 8
D
E
Enderecos: F
1. Bioagency 4. Interlab - Distribuidora de Produtos ¢
Av. Angélica, 501 - 9° andar Cientificos S.A. H
01227-000 Sio Paulo,SP Rua Luiz Gées, 853/859
Fone: (011) 66-3565/67-3993 04043-300 Sao Paulo, SP
Fone: (011) 577 3311 ! 2 3 4 5 6 7 8 9 0 | 1 12
2. Sigma-Aldrich Chemical A
Rua Sabara, 566 - ¢j. 53 5. D.P. Instrumentos Cientificos Ltda. 8
10239-010 S&o Paulo, SP Rua Dr. Pinto Ferraz, 131 c
Fone: (011) 231-1866 04117-040 S&o Paulo, SP ‘
; Fone: (011) 571-5866/ 571-1117 i g
3. Pharmacia Biosystems do Brasil E
Rua Frei Caneca, 1212 - ¢j. 35 F
01307-002 Sdo Paulo, SP G
Fone: (011) 288-9122 T
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