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1. INTRODUCAO

A deteccdo de salmonela através de diagndstico microbiol6gico convencional
requer um periodo de tempo longo sendo, portanto, uma das principais razdes para
a realizacdo de um numero cada vez maior de pesquisas utilizando novas técnicas
de triagem objetivando detectar salmonelas em alimentos (Reis et al.,, 2001;
Rodrigues, 2002). Dentre os métodos imunoldgicos disponiveis no mercado, o
ELISA € um dos mais utilizados, devido a facilidade de execucao, rapidez na
obtencdo de resultados, boa sensibilidade e especificidade quando comparado a
metodologia convencional de cultivo (Moreira, 2005).

A utilizagdo de anticorpos monoclonais (MAbs) contra antigenos de superficie
especificos de salmonelas aumenta a especificidade de métodos imunoldgicos de
deteccdo e facilita sua padronizacdo. Além disso, os MAbs podem ser mantidos em
meio de cultivo e estocados durante longos periodos, dispensando a necessidade de
manutenc¢ao de animais doadores (Cardozo, 2001).

Os MAbs podem ser produzidos utilizando a imunizacdo classica com
proteinas recombinantes ou a imunizacdo genética. Na producdo de MADbs utilizando
imunizacdo genética, o gene que codifica para o antigeno de interesse € clonado em
um plasmideo de expressdo em eucariotos, o plasmideo é injetado no masculo dos
animais e a proteina € expressa in vivo (Tang et al.,1992).

O gene ompX, que codifica uma proteina de membrana externa constituinte
de uma ilha de patogenicidade importante para infec¢des sistémicas e especifica de
S. Enteritidis, foi selecionada visando a producédo de MAbs por imunizagdo genética.
O objetivo do presente trabalho foi caracterizar o soro policlonal anti OmpX de S.
Enteritidis obtido por imunizacdo genética quanto a especificidade e a capacidade de
reconhecer a proteina nativa de salmonelas de diferentes sorogrupos.



2. MATERIAS E METODOS
2.1 Imunizacdo dos camundongos com pcDNA3/ ompX

A imunizacao genética foi baseada de acordo com Leinonen, et al (2004) com
algumas modificac¢des. Inicialmente dois camundongos da linhagem BALB/c entre 6
e 8 semanas de idade foram imunizados via intramuscular (i.m.) com 50 e 100 pg de
DNA plasmideal (pcDNA/ompX) visando a produgcdo de MADbs anti-OmpX via
imunizacdo genética. Trinta minutos antes de cada imunizagdo, os camundongos
receberam uma dose i.m. de 50 pl de sacarose a 25%. Foram realizadas seis
inoculagdes com intervalos de 30 dias. Durante esse periodo foi retirado sangue dos
camundongos por puncao do plexo retro-orbital e os titulos dos anticorpos testado
com a proteina de membrana externa (OmpX) nativa de diferentes sorogrupos de
salmonelas e com outras enterobactérias através de ELISA indireto.

2.2 Caracterizacédo dos MAbs por ELISA indireto

Diferentes cepas bacterianas foram cultivadas em meio Luria Bertani (LB) e
incubadas sob agitacdo (200 rpm) a 37C por 16-18 h. O material foi centrifugado
por 15 min e lavado trés vezes com solucédo de PBS estéril, pH 7,4. Para o ELISA,
as células foram suspensas em tampédo carbonato-bicarbonato, a DOgyo das
suspensdes foi ajustada a 0,6 e as mesmas foram submetidas a tratamento térmico
(100C/10 min). A reacdo da proteina de membrana externa recombinante (rOmpX)
com o soro policlonal anti-rOmpX foi utilizado como controle positivo. (da uma
olhada se é isso mesmo li rapido)

Placas de ELISA foram sensibilizadas com 100 pyL de cada suspensao
bacteriana e as placas incubadas overnight a 4C. As placas foram lavadas trés
vezes com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBST). O soro dos camundongos
imunizados com 50 e 100 ug de DNA plasmideal (pcDNA/ompX) foi adicionado a
placa (50 pl/cavidade) em diluicbes 1:50, 1:100 e 1:200 e as mesmas incubadas por
1 h a 37C. Na sequéncia foi adicionado as cavidade s, anticorpo de cabra anti-lg de
camundongo conjugado a peroxidase (diluido 1:3000). Apdés a incubacédo e as
lavagens, a reacédo foi revelada com solugédo contendo OPD (0.4 mg/mL in 0.1 M
citrate buffer, pH 5.0) e 0,03% de peroxido de hidrogénio. A placa foi mantida por 15
min no escuro e a leitura realizada a 450 nm em um leitor de ELISA (Multiskan
MCC/340, Titertek Instruments, Huntsville, AL, USA). Foram utilizados volumes de
50 pL de soro policlonal, conjugado e de substrato.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com estudos realizados recentemente, a imunizacao genética gera
respostas fortes, altamente especificas e o0os MAbs produzidos geralmente
reconhecem as formas nativa e recombinante da proteina (Leinonen et al., 2004;
Puttikhunt et al.,, 2003). Entretanto, os titulos de anticorpos dos soros dos
camundongos imunizados por imunizacdo genética utilizando rOmpX e antigenos
termoextraidos de salmonelas foram muito baixos. Com isso, doses adicionais do
plasmideo foram administradas na tentativa de aumentar os titulos de anticorpos
para realizacdo da fusdo celular, porém sem sucesso.

O soro policlonal anti-OmpX obtido por imunizacdo genética reconheceu a
proteina de membrana externa recombinante e a nativa de diferentes sorogrupos de



salmonelas. Entretanto, o soro apresentou baixa especificidade, visto que reagiu
com outras enterobactérias de importancia em toxinfec¢des alimentares, tabela 1.
Dessa forma, outro antigeno de superficie especifico de salmonelas sera utilizado
para a producdo de MAbs por imunizag¢do genética.

Tabela 1. Avaliacdo dos anticorpos policlonais anti-OmpX obtido por imunizacdo genética quanto a
capacidade de reconhecer a proteina nativa de salmonelas de diferentes sorogrupos e a
especificidade contra diferentes bactérias.

ODaso
Espécie Sorovar Soro policlonal A ° Soro policlonal B ¢
(Sorogrupo )
Salmonella
B S. Saint Paul 0,284° 0,139
C3 S. Albany 0,220 0,177
C2 S. Infantis 0,188 0,124
C3 S. Dublin 0,296 0,052
C2 S. Hadar 0,242 0,029
D1 S. Enteritidis 0,280 0,143
F S. Rubislaw 0,198 0,088
H S. Florida 0,263 0,136
Enterobacter aerogenes 0,190 0,101
Listeria monocytogenes 0,023 0,029
Klebsiella pneumoniae 0,190 0,116
Serratia marcescens 0,192 0,134

 Suspensio de células lavadas, diluidas a DOgy de 0,6 em 0,05M de tamp&o carbonato bicarbonato
(PH 9,6) e submetidas a tratamento térmico (100°C/10 min) foram usadas como antigeno para
sensibilizar as placas para o ELISA Indireto.

® Soro do camundongo imunizado com doses de 50 ug de pcDNA3/ompX diluido 1:50.

¢ Soro do camundongo imunizado com doses de 100 ug de pcDNA3/ompX diluido 1:50.

4 Média de duplicatas.

4. CONCLUSOES

Os anticorpos policlonais anti-OmpX de S. Enteritidis dos camundongos
imunizados via genética apresentaram baixos titulos e baixa especificidade. Frente a
esse resultado novos protocolos de imunizacdo serdo avaliados buscando melhorar
os titulos de anticorpos para realizacdo da fuséo celular. Além disso, outro antigeno
de superficie especifico de salmonelas sera utilizado para a producdo de MAbs por
imunizagdo genética.
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