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Importanciadaresisténcia osmotica na estabilidadedo antigeno celular de Mycoplasma
mycoides subesp. mycoidestipo L C em ensaioimunoenzimético (EL 1SA)

Osmoticresistanceimportance on Mycoplasma mycoides subsp. mycoides | typecellular antigen LC
stabilization on immunoenzymaticassay (EL1SA)

JackelineOliveiraPontesLizeu! MariadasGragasMirandaDanelli?

- NOTA -

RESUMO

O trabalho avalia a importancia das condigdes
de armazenamento do antigeno celular de Mycoplasma
mycoides subesp. mycoides Tipo LC no teste de ELISA. Os
resultados mostram a importancia da preservacdo da
integridade da célula micopldsmica na estabilidade do
antigeno empregado no teste.
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ABSTRACT

This work evaluates the Mycoplasma mycoides
subsp. mycoides Tipo LC cellular antigen storage conditions
in a ELISA test. The results show the mycoplasma cell integrity
importance in antigen stability used in this test.

Key words: osmotic resistance, Mycoplasma mycoides,
ELISA.

Ensai 0s imunoenzimaticos, em especia o
testede EL1SA, sGo comumente utilizados naavaliagéo
da resposta imune para micoplasmose; entretanto, a
sensibilidade e a especificidade do ELISA é
diretamente influenciada pela qualidade do antigeno
empregado nasensibilizago dasplacas (LIBERAL &
BOUGHTON, 1992; TULLY, 1996). Placas
sensibilizadas com antigeno celular integro
proporcionam bons resultados, especialmente em
testes de triagem, porém a baixa estabilidade desse
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tipo de antigeno pode comprometer seu uso (BROWN
etal., 1996). Destaforma, o objetivo dessetrabal ho foi
verificar a importancia da integridade da membrana
celular do Mycoplasma mycoides subesp. mycoides
tipo L C naestabilidade do antigeno soméatico no ELISA.

A amostra padrdo de Mycoplasma
mycoides subesp. mycoides tipo LC (MmmLC) foi
cultivada como descrito previamente (BARBOSA et
al., 2000). Ap6s 18 horas de cultivo, as células foram
centrifugadas a 12.000 xg por 30 minutos a4 °C e
lavadas em solucdo salina (NaCl 0,25 M pH 7,2), trés
vezes. O sedimento celular foi re-suspenso namesma
solucéo salina, correspondendo a 10% do volumetotal
da cultura. Essa suspensdo antigénica, denominada
SAA, foi separada em fragdes e estocada a 4°C até o
uso. Outras suspensdes antigénicas, chamadas SAB1
e SAB2, foram elaboradas da seguinte forma: ap6s a
centrifugacdo da cultura, o sedimento celular foi
lavado umavez em solucdo salinageladamaiscloreto
de magnésio 0,1 M, pH 7,5. O sedimento celular foi
dividido em duaspartes: SAB1, re-suspenso emtampao
Tris-sdlinagelada, pH 7,5 (Tris0,025M, NaCl 0,15 M);
SAB2, re-suspenso em tamp&o 3-mercaptoetanol, pH
7,4 (B-mercaptoetanol 0,01 M, Tris0,01M). OSAB 1e
2 foram dividido em fragdes e estocado a 4°C até o
uso.

As suspensdes antigénicas (1/20) com 01,
15 e 30 dias de estocagem a 4°C foram analisadas por
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microscopia eletrénica de transmissdo (MET) e
observadas em microscopio eletrénico Zeiss EM 900
(12.000 e 85.000 vezes de aumento).

A estabilidade das suspensfes antigénicas
no ELISA foi avaliada por dois par@metros e duas
variavels: (1) formade estocagem — os antigenosforam
estocados a4°C naformade suspensdo e como material
adsorvido amicroplaca; (2) tempo de sensibilizagdo —
asplacas sensibilizadas e estocadas a4°C foram testadas
no primeiro equinto diaparaSAA e, nosdias01, 14, 21
e 28 para 0 SAB. Os controles negativo e positivo
empregados no ELISA foram obtidos a partir de seis
camundongos BALB/c, com cerca de oito semanas de
idade, inoculados com 100ug de SAA por via
intraperitoneal. Um pool de soros dos animais antes da
imunizagdo foi usado como controle negativo e, o
controle positivo preparado apartir de um pool desoros
dos animais imunizados. Os soros foram testados e
titulados pel o testede EL I SA. Asplacas paraotestede
EL | SA foram sensibilizadas com 100ul das suspensdes
SSA ou SAB, contendo 2ug de proteinapor mililitro de
tamp&o carbonato de sédio 0,06M, pH 9,6, sendo os
sistemas de deteccdo peroxidase-1gG de cabra
anticamundongo e de revel agdo (dguaoxigenada/H,O,
e O-phenylenediamine dihydrochloride/OPD)
empregadosno teste (CASSEL & BROWN, 1983).

A andlise das suspensdes antigénicas por
MET revelou algumas células ndo integras na SAA,
com membranas plasmaticas rompidas, similares a
pequenos sacos vazios. O aparecimento dessas células
foi diretamente proporcional ao tempo de estocagem
do antigeno a 4°C. As células integras, isto &,
eletrondensas, estavam envoltas por uma grande
guantidade de material amorfo, como pano de fundo
das grades. Em contrapartida, as suspensdes
antigénicas SAB1 e SAB2 apresentaram poucas
células ndo integras, mesmo nas suspensdes
armazenadas por 30 dias. O material amorfo detectado
na SAA foi encontrado em quantidade moderada na
SABL1 e, em pegquena quantidade naSAB2, revelando
ser esta preparacdo mais estavel.

A figura 1 mostra os resultados das
diferentes formas e tempo de armazenamento das
suspensdes antigénicas no teste de ELISA. As
densidades 6pticas (DO) dos soros controle positivo
e negativo apresentaram valores proximos, para 0s
diferentes antigenos, quando armazenados naforma
de suspensdo (Figura 1A) ou na placa (Figura 1B).
Quanto a andlise do tempo de armazenamento dos
antigenos, a SAA apresentou uma queda acentuada
daD.O. jano quinto diade armazenamento a4°C. As
SAB1 e SAB2 mostraram umamaior estabilidade nas
DO alcangadas até o 28 dia de armazenamento.
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Figura 1 - Densidade 6tica dos soros controles positivo ( ) e
negativo (-----) no teste de ELISA para suspensdes
antigénicas SAA( U ), SABl ( A ), SAB2 ( 0 )
armazenado a 4 °C em suspensfio (A) ou em placa (B),
por 30 dias. As densidades opticas apresentada
representam a média de dois experimentos feitos e
duplicata.

Os resultados al cangados mostraram que a
forma de armazenamento da suspensdo celular ndo
interferiu na estabilidade da célula micoplésmica no
teste de ELISA; entretanto, a solucdo de
armazenamento é importante na promoc¢éo da
estabilidade antigénica, onde o uso do tampao [3-
mercaptoetanol (SAB2) proporcionou uma maior
estabilidade celular naMET. Estetampao é comumnete
empregado em protocol os de analise enzimética, nos
guais a estabilidade celular é fator determinante
(POLLACK, 1998). O emprego de solucdo salina
isosmatica tamponada com Tris (SAB1) ou o0 uso do
tampéo [-mercaptoetanol (SAB2) n&o promoveu
diferencas relevantes nas DO obtidas no teste de
ELISA.
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Os resultados sugerem que a falta de
estabilidade do antigeno celular de M. mycoides
nos testes de ELISA é devido afaltade resisténcia
alise osmoética. Umamaior estabilidade do antigeno
celular pode ser alcancada através do preparo e
armazenamento apropriado da suspenséo
antigénica.
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