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PRODUGAO E CARACTERIZAGAO DE SOROS POLICLONAIS PARA A DETECGCAO DE
BACTERIAS DIAZOTROFICAS

V.M. Reis', G.B. Cruz?, A. de S. Ferreira®, M.F. Fernandes®, A.C. Ferreira®, F.B. Reis®, J.R. A.
Ribeiro®, J.F. Salles® , O.B. Weber®

1. INTRODUGAO

M¢étodos soroldgicos utilizando anticorpos mono e policlonais podem ser usados na
identificacdo, quantificacdo e enriquecimento de bactérias especificas em extratos, bem como na
visualizacdo de células in situ (Schloter et al., 1994; 1995). Em anos recentes essas técnicas tém sido
refinadas com objetivo de aumentar a especificidade e melhorar a sensibilidade dos soros a exemplo da
técnica de ELISA (Enzime-linked Immunosorbant Assay) (Levanony et al., 1987; Lochner et al.,
1988). Essa técnica utiliza enzimas ligadas covalentemente, sem alterar a especificidade do anticorpo e
as propriedades cataliticas da enzima. Dentre as enzimas encontram-se as peroxidases, as fosfatases
alcalinas e as [-galactosidases. Os produtos das reacdes apresentam cor ¢ podem ser medidos em
quantidades muito baixas.

Convém salientar que para a aplicacdo das técnicas imunoldgicas, os anticorpos precisam
atender uma série de requisitos relacionados aos critérios de qualidade, tais como: a determinagao de
reacdes cruzadas, a localizagdo de determinantes antigénicos nas células de interesse, as caracteristicas
de afinidade e a expressao dos determinantes antigénicos em condigdes ambientais.

Visando o desenvolvimento destas técnicas, serdo descritos as técnicas de producdo e
caracterizacdo de anticorpos policlonais. Tais soros, apos estas etapas, podem ser usados para a

detec¢do, quantificacdo e localizagdo de bactérias diazotroficas em amostras de plantas.
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2. PRODUCAO DE ANTISOROS POLICLONAIS DE CELULAS INTACTAS

A escolha do animal para a imuniza¢do depende do tipo de anticorpo e quantidade do
antigeno. Para anticorpos policlonais usam-se coelhos na maioria dos casos, mesmo quando a
quantidade do antigeno ¢ limitada. Estes animais podem produzir um volume méaximo de 100 ml do
soro e sdo de facil manuseio. Hamsters também podem ser usados especialmente se a quantidade de
antigeno ¢ pequena, obtendo-se ao final cerca de 20 ml de soro. Os anticorpos monoclonais podem ser
produzidos em ratos ou camundongos. Para ambos os casos, devem ser escolhidos animais jovens e no
caso de coelhos estes sdo considerados maduros para a aplicagdo do antigeno apos 12 semanas.
Também se deve escolher mais de um animal para a imunizacdo com o mesmo antigeno pois o0s
individuos ndo sdo idénticos. No minimo, dois animais devem ser utilizados, sendo ideal de 3 a 4.

As células das bactérias de interesse devem ser cultivadas no meio de melhor crescimento,
podendo ser meio rico ou meio minimo. As células crescidas devem ser lavadas 3 vezes em tampao
fosfato salino (PBS - pg. 6) e aquecidas a 90°C por 30 min para eliminar as proteinas do flagelo como
também denaturar as proteinas da parede celular, permanecendo a maioria de lipopolissacarideos
(LPS). Outra forma ¢ a morte usando luz ultra-violeta (UV) por 2 horas, que mantém a estrutura das
proteinas e dos LPS. Apds este tratamento as células devem ser ressuspendidas em 4ml de agua
destilada estéril (100 mg de ptn). A dose do antigeno usada na imunizagdo pode variar de 50-1000 pg
j& que parte do antigeno serd destruido pelo catabolismo antes que chegue a alcangar a célula
apropriada, responsavel pela fabricagdo dos anticorpos. No caso de células intactas de
microrganismos, por serem imunogénicas, permitem que as doses usadas na imuniza¢ao possam variar.

O uso de adjuvantes permite que menores quantidades de antigeno sejam usadas e a resposta a
producdo do anticorpo seja mais persistente. Normalmente usa-se adjuvante de Freund’'s que ¢ uma
emulsdo oleosa preparada com 6leos nao metabolizaveis formando um deposito que protege o antigeno
de ser rapidamente catabolizado. Quando a mistura contém células mortas de Mycobacterium
turbeculosis ¢ dito Adjuvante Completo de Freund, se ndo contém ¢ dito incompleto. Na primeira
inje¢do usa-se uma mistura do adjuvante completo com o incompleto (1:1). Em seguida acrescenta-se
as cé¢lulas formando uma emulsdo, com a ajuda de duas seringas de vidro conectadas. A imunizagao
deve ser feita injetando-se a emulsdo subcutaneamente em diversas partes do coelho (200 pl por sitio,
8-10 sitios/coelho). A emulsdo com o adjuvante nunca deve ser injetado pela via intravenosa. Nas

injecdes seguintes utiliza-se somente a suspensao de bactérias por via intramuscular (1 ml). Devem ser
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feitas diversas imunizagdes durante um periodo de 2 meses, num intervalo de no maximo uma semana.
A hiperimunizacao resulta em algumas vantagens como a mudanca de classe de anticorpo de IgM para
IgG; aumento da afinidade e dominancia clonal. Visando checar a qualidade dos soros, aliquotas
devem ser retiradas antes da imunizagdo ( soro pré-imune ) para verificar a reacdo do coelho antes da
imunizacdo. Também dever ser retiradas amostras de sangue aos 10 dias depois da terceira inoculagao
utilizando a veia da orelha (10-20 ml), para verificagdo do aumento do titulo (dilui¢do méxima onde
ocorre reacdo da bactéria com o anticorpo),. Nesta ocasido, suspende-se a imunizagao, realizando-se
apenas a coleta da amostra.

Ap6s o periodo de imunizagdo dos animais, o sangue pode ser colhido diretamente do coragdo
resultando um volume méximo de 20-30 ml sem provocar a morte do animal. Também pode ser feita a
sangria total, o que resulta num volume maior (100 a 150 ml). Apos a coagulagao a 37°C, separa-se o
soro e centrifuga-se (10.000 rpm por 10 min. a 4°C) para retirada dos globulos vermelhos. A seguir o
soro ¢ aquecido a 56°C por 1 h para diminuir a concentracdo dos componentes que possam causar
reagOes inespecificas. Ao final, estoca-se o soro em aliquotas de 1 ml no freezer (-20°C) onde podem
ser mantidos por varios anos. Os soros em uso devem ser mantidos sob refrigeragdo com 50% glicerol.
Varios protocolos utilizam azida de sédio (0,02%) para impedir o crescimento de microorganismos,
mas este composto pode interferir com alguns ensaios bioldgicos e acoplagem de anticorpos. O soro
deve ser descongelado uma Unica vez. Uma vez descongelado, mantenha-o na geladeira com pH 7,0,
NacCl (0,9%) e azida de sodio (0,02%). Recipientes plasticos ndo devem ser utilizados em qualquer fase

do uso de anticorpos pois estes aderem as imunoglobulinas.

3. PURIFICACAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS

Embora uma unica estratégia de purificagdo ndo satisfaca a todos os usos, a maioria dos
usuarios prefere a purificacdo usando colunas preenchidas com proteina A isolada de Staphylococus
aureus. Este procedimento tem sido utilizado no CNPAB e serd descrito a seguir. A Unica
desvantagem € o custo elevado das colunas e que pode ser minimizado pela reutilizagdo das mesmas.

Este método ¢ utilizado para purificacio do soro e eliminacdo das imunoglobulinas
inespecificas, tais como as das subclasses IgM, IgA, IgD e IgE. Para tal, utiliza-se uma coluna
contendo agarose e proteina A, que tem afinidade pela fragao IgGs do antisoro, que € responsavel pela
resposta especifica ao antigeno. A classe das IgG se subdivide em IgG1, IgG2a, 1gG2b e IgG3, sendo

que cada uma apresenta uma resposta especifica diferenciada ao antigeno.
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A estrutura do anticorpo divide-se em duas partes principais: uma cadeia dita pesada (Fc) que ¢

um componente constante ¢ uma cadeia leve (Fab) que ¢ variavel e se liga a parte da estrutura do
antigeno a partir do qual foi produzido. A proteina-A se liga a fracdo Fc do anticorpo. Estas colunas
sdo vendidas comercialmente e variam de preco de acordo com o conteudo de proteina-A que vem

preenchendo a coluna.

FIGURA 1: Esquema de purificacdo de soros policlonais utilizando colunas preenchidas

com proteina-A.

1. Lavar a coluna 2 x com 1 ml de tampao Tris (100 mM, pH 8,0)
2. Diluir o anticorpo 1:100 (9,9 ml tampao Tris + 100 Ul anticorpo)

3. Lavar a coluna 2 X com 1 ml de tampao Tris.

Na coluna ficam retidas as imunoglobulinas da classe IgG

ptnA - IgG2a, IgG2b, IgG1 e IgG3.

o

m — ™ IgM + IgE + IgD + IgA (anticorpos inespecificos)

Para deslocar as imunoglobulinas da classe G, serdao usados dois pHs diferentes.
4. Lavar a coluna 2X com 1 ml de tampao glicina 100 mM, pH 4,0.
Desloca as imunoglobulinas das subclasses 1gG2a e 1gG 2b
5. Lavar a coluna 2X com 1ml de tampao glicina 100 mM, pH 3,0.
Desloca as imunoglobulinas das subclasses [gG 1 e IgG 3
OBS.: Nao utilizar plastico em nenhuma das fases do ensaio. O pléstico permite a
aderéncia das imunoglobulinas.
6. Lavar a coluna 2 X com 1 ml de tampao glicina (100 mM, pH 3,0) - descartar
7. Adicionar 1 ml de tampao Tris (100 mM, pH 8,0) e fechar a coluna. Manter na
posi¢ao vertical dentro do refrigerador.

8. Ajustar o pH do anticorpo purificado para pH 7,0, utilizando solugdo de NaOH 0,5M.
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Acrescentar 15 Ul para a fragdo de IgG 2a e IgG 2b (pH 4,0) e 50 pl para a fracao de IgG
1 e IgG3 (pH 3,0).
9. Quantificar a concentracao de proteina do anticorpo através da leitura da densidade
Otica a 280 nm. A concentracdo de proteina deve ser > 0,1 mg isto ¢, a DO. (280) =1
corresponde a 0,8 mg / ml de ptn.
10. Adicionar azida sodica (0,02%) para evitar possiveis contaminacdes. Manter no
refrigerador.

Para se verificar a eficiéncia do processo de purificagdo faz-se um gel de
poliacrilamida SDS-PAGE a 10%. Compara-se o soro antes e depois da purificagdo. No

caso do soro puro ocorre o0 aparecimento de apenas uma banda no gel.

4. DETERMINACAO DA DILUICAO IDEAL DO ANTICORPO
Caso a concentracao do anticorpo seja elevada, estes irdo competir pelos mesmos determinantes

antigénicos (sitios de reconhecimento) e a reag¢do se deslocard para a esquerda diminuindo o sinal do
teste. (Eq.1).

[Ag] +T [Ac] —* [Ac+Ag] (Eq. 1)

Quando a concentragdo do anticorpo for baixa, ndo haverd reacdo suficiente para um sinal
significativo. (Eq. 2).

[Ag] +4[Ac] < V[Ac+Ag] (Eq.2)

Para solucionar este tipo de problema deve-se determinar a curva de diluicdo do anticorpo,
visando determinar a dilui¢do ideal a ser utilizada nos testes posteriores. Seguindo-se o método de
ELISA, obtem-se uma curva como a apresentada abaixo (curva de Heidelberger). Na etapa n°® 6 serdo
utilizadas diferentes dilui¢des do anticorpo primario, variando de 1:1000 até 1:20.000 no caso de
anticorpos ndo purificados e no caso dos purificados através da coluna de proteina-A usar diluigdes
menores, de 1:10 até 1:1000.



SINAL A

D.O. —

[

FAIXA IDEAL Diluicao do Antigeno

ELISA (ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY):

1. Adicionar 50ul por pogo de poli-L-lisina para fixacao das bactérias na placa. Incubar por 20 min. a
37°C

2. Lavar 1 vez com 200ul de PBS por poco.

3. Adicionar 50pul do antigeno com DOy36= 1 por poco. Incubar por 30 min. a 37° C

4. Lavar 1 vez com 200ul de PBS por poco.

5. Adicionar 200pl de solugdo de albumina (3%) por pogo para bloquear os espacos ndo ocupados pelo
antigeno, impedindo a adsor¢do dos anticorpos a poli-L-lisina. Incubar por 30 min. a 37° C.

6. Adicionar 50ul do anticorpo primario por poco € incuba por 30 min. a 37° C.

7. Lavar 3 vezes com 200ul de solugdo de lavagem por poco.

8. Adicionar 50ul do anticorpo secundario por pogo, (Anti-rabbit IgG horseradish peroxidase linked
whole antibody - from donkey - diluido 1:300). Incubar por 45 min. a 37° C.

9. Lavar 5 vezes com 200ul de solugdo de lavagem por poco.

10. Adicionar 100ul do substrato (ABTS - Img/ml em tampao ABTS)

11. Medir a densidade 6tica a 405nm

Solucdes utilizadas:

=PBS: tampao fosfato salino:

NaCl - 8,0g.; KCI1 - 0,2g.; Na,HPO, . 2H,0 - 1,4g.; KH,PO4- 0,2g.
Completar para 1litro.

=Solugdo de lavagem (SL):
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Adicionar ao tampao PBS 0,05% Tween 20 e 0,5% BSA (soro de albumina bovina - fracdo V).
Completar para 1litro.
—Tampao para ABTS (solucdo estoque):
1,67g de tampao para ABTS em 10ml de H,O destilada (manter congelado).
=Solugao para o substrato:
Por ocasido da adigdo do substrato, dissolver a solu¢do estoque do tampao ABTS, diluir na propor¢ao
de 1:10 em H,O destilada e acrescentar para cada ml do tampao, 1 mg do substrato ABTS (p6 verde).

Manter no escuro. Usar imediatamente.

5. TESTES DE REACAO CRUZADA

As bactérias tem diversos epitopos, uns sdo especificos e outros podem estar presentes em
varios outros individuos. Os testes de reacdo cruzada sdo feitos para se determinar com quais outras
bactérias o anticorpo ird reagir. Estes testes sdo feitos colocando na mesma placa (passo n° 3)

diferentes bactérias (estirpes e espécies), todos com a mesma densidade 6tica (DOgz6=1).

6. PURIFICACAO DOS ANTICORPOS POR AFINIDADE COM BACTERIAS

De acordo com os resultados do teste de reagdo cruzada, escolhe-se a estirpe ou espécie onde
houve o maior resultado de leitura para a reagdo de afinidade. Cresce o organismo em 500 ml de meio
liquido por 24 horas. As culturas sdo centrifugadas, o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido
em volume de PBS para resultar numa D.Os3 = 20 (concentrar as células). Desta suspensao de
bactérias serdo usados 5 ml para a incubagdo com o soro. Para matar as bactérias adiciona-se azida
sodica (0,002%) por Smin. A seguir adiciona-se o soro purificado (500 ul) e incuba-se sob agitagdo por
2 horas a temperatura ambiente. Centrifuga-se a suspensdo a 4000 rpm durante 5 minutos, descarta-se
o pellet e o sobrenadante ¢ recolhido para nova centrifugacdo até completa eliminacdo do pellet. Em
seguida faz-se novo teste de reacdo cruzada com o soro purificado. Esta etapa serve para eliminar

todos os determinantes antigénicos comuns a ambos 0s microrganismos, ficando apenas os especificos.

7. TESTE DE SENSIBILIDADE

Este teste permite a determinagdo do nivel minimo de detec¢do do antigeno. Para tal, o teste de
ELISA deve ser realizado com dilui¢des do antigeno variando de 10° a 10* células por ml. Neste teste
utiliza-se o anticorpo secundario biotinilado onde ha um aumento dos sitios de ligagdo (4 em vez de 1)

com a enzima peroxidase e conseqiientemente ampliando o sinal colorimétrico (Método descrito por
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Levanony & Bashan , 1990). As modificagdes sdo a partir da etapa 7 do teste de ELISA descrito

acima.

8. Adicionar 50ul por poco do anticorpo secundario biotinilado diluido 1:300 em PBS + BSA (0,5%).
Incubar por 45min a 37° C.

9. Lavar 3 X com a solu¢do de lavagem usando 200ul por pogo.

10. Adicionar 50ul por poco de estreptavidina acoplado a peroxidase (horseradisch peroxidase) diluido
1:50 em PBS. Incubar por 20 min. a 37° C.

11. Lavar 5 vezes com solu¢do de lavagem utilizando 200 ul por pogo a cada lavagem.

12. Adicionar 100 pl por pogo do substrato (preparado conforme citado acima).

13. Ler a 405nm.

8. DETERMINACAO DO NUMERO DE EPITOPOS

Esta fase ¢ de vital importancia para se verificar a localizacdo do agente antigénico bem como a
sua expressdo. Para tal, as células serdo marcadas com anticorpo acoplado a particulas de ouro e
visualizado ao microscopio eletronico de transmissao.

A suspensdo de células da bactéria usada na imunizagdo ¢ lavada 2 vezes em PBS,
ressuspendida em PBS contendo BSA (1%) e diluida para 10® células por ml. Incuba-se por 1 h com
100 pl do soro, lava 3 vezes com PBS contendo 0,02 % de BSA e incuba por 2 h com 100 pl do
conjugado acoplado a particulas de ouro (5 nm - goat-anti-rabbit gold conjugate) diluido 1/10 em PBS.
Finalmente, lava-se 3 vezes com PBS contendo BSA (0,02%).

A seguir, prepara-se as células para microscopia eletronica. Células sao fixadas por 10 min. em
glutaraldeido (concentragdo pode variar de 3% a 5%) dissolvido em tampao fosfato (50 mM; pH 7,0).
Lava-se com o mesmo tampao, e embebe em resina LR White (London Resin Company, UK) por 48 hs
a 60°C. Secgdes (70 nm) sdo cortadas em microtomo, coletadas em grides de niquel (200 mesh)
cobertos com piroxilina. Os grides sdo contrastados com acetato de uranil (solu¢do aquosa 5%) por 2
min. antes da visualiza¢do ao microscopio eletronico de transmissao.

Apoés a visualizagdo das particulas de ouro, deve-se considerar anticorpos de boa qualidade
aqueles que obtiverem o numero de epitopos (pontos negros) em torno de 1000 por célula. Este teste
pode ser feito com outras estirpes no caso de soros desenvolvidos para quantificagdo. Se o nimero for

mantido para outros isolados significa que o soro esta apto para detectar o nivel taxonomico de
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interesse (género, espécie, etc). Também deve ser aplicado em amostras de plantas inoculadas com a

bactéria alvo. Serve para verificar a estabilidade do epitopo.

9. AGRADECIMENTOS
A autora gostaria de agradecer a colaboracdo da Dr* Norma G. Rumjanek pela correcao do texto

e a Sr”. Dorimar dos Santos Félix pela normalizag¢do das referéncias.

10. REFERENCIAS

LEVANOY, H.; BASHAN, Y. Avidin-biotin complex incorporation into enzime-linked
immunosorbent assay (ABELISA) for improving the detection of Azospirillum brasilense Cd.
Current Microbiology, New York, v.20, p.91-94, 1990.

LEVANONY, H.; BASHAN, Y.; KAHANA, Z. E. Enzime-linked immunosorbent assay for
specific identification and enumeration of Azospirillum brasilense Cd in ceral roots.
Applied and Environmental Microbiology, Washington, v.53, p.358-364, 1987.

LOCHNER, H. H.; SRIUDO, B.; KISHINEVSKY, B. STEIN, P.L. Limitations of the ELISA
assay for routina determinations of legume inoculant quality. Journal of Applied
Bacteriology, Oxford, v.64, p.209-218, 1988.

SCHLOTER, M.; ASSMUS, B.; HARTMANN, A. The use of immunological methods to detect and
identify bacteria in the environent. Biotechnology Advances, Elmsford, v.13, p.75-90, 1995.

SCHLOTER, M.; MOENS, S.; CROES, C.; REIDEL, R.; ESQUENET, M.; DEMOT, R
HARTMANN, A.; MICHIELS, K. Characteization of cell surface components of Azospirilum
brasilense Sp7 as antigenic determinants for strain specific monoclonal antibodies. Microbiology,
Washington, v.140. p.823-828, 1994.



	doc030 B.pdf
	Caso a concentração do anticorpo seja elevada, e
	(Ag( +( (Ac(                              (Ac + Ag(       (Eq. 1)
	Quando a concentração do anticorpo for baixa, n�
	(Ag( + ((Ac(         (      ( (Ac + Ag(       (Eq. 2)

	doc030 B.pdf
	Caso a concentração do anticorpo seja elevada, e
	(Ag( +( (Ac(                              (Ac + Ag(       (Eq. 1)
	Quando a concentração do anticorpo for baixa, n�
	(Ag( + ((Ac(         (      ( (Ac + Ag(       (Eq. 2)


