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RESUMO

Atualmente, o diagnostico da Doenca dos Legionarios € habitualmente efetuado através da
pesquisa do antigénio na urina, por imunocromatografia e por ensaios imunoenzimaticos.

Dado os gastos crescentes que se verificam na area do diagnéstico laboratorial, existe a
necessidade de desenhar testes de baixo custo e fidveis, que permitam ser uma alternativa as atuais
tecnologias de diagnéstico. Neste contexto surgiu o projeto Lab-on-Paper, que visa o
desenvolvimento de testes de diagnostico em papel, descartaveis, baratos, de simples e rapida
utilizagao.

Com este trabalho pretende-se desenvolver um teste de diagnéstico rapido (point-of-care)
baseado na tecnologia Lab-on-Paper para a detecdo de Legionella pneumophila através de um
ensaio imunoenzimatico (ELISA).

O teste baseia-se na impressao de uma microplaca de ELISA em papel, realizando-se em
seguida o procedimento idéntico a uma ELISA convencional. Este método ndo requere equipamento
sofisticado, efetuando-se a leitura de forma visual. Nos ensaios realizados, utilizaram-se suspensdes
de uma estirpe Legionella pneumophila serogrupo 1, adsorvidas nos pog¢os do sensor de papel (filtro
e fotocopia), anticorpo policlonal anti-Legionella conjugado com a enzima peroxidase de rabano
(HRP) e o substrato acido etilbenzotialino sulfénico (ABTS).

A técnica desenvolvida provou ser exequivel para a detecdo da bactéria Legionella
pneumophila serogrupo 1 utilizando uma ELISA convencional e quando transposta para um sensor de
papel de filtro revelou ter uma sensibilidade idéntica (10G UFC/mL). No sensor de papel fotocopia
constatou-se uma diminui¢éo da sensibilidade de um log10 (107 UFC/mL).

A tecnologia Lab-on-Paper permitiu reduzir os custos diminuindo os volumes de
imunoreagentes (para metade), de consumiveis (pontas de micropipetas descartaveis) e o0s
equipamentos utilizados (leitor de microplacas). Esta metodologia pode ser realizada num laboratério
com poucos recursos e como permite a substituicdo da microplaca poliestireno por papel
(biodegradavel) revela-se amiga do ambiente.

Esta alternativa € promissora para o diagndstico rapido e pretende contribuir para a evolucéo

dos testes point-of-care.

PALAVRAS-CHAVE: biossensores; sensores de papel; tecnologia Lab-on-Paper; teste de

diagndstico rapido; ensaio imunoenzimatico (ELISA); Legionella pneumophila;
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ABSTRACT

Currently, the diagnosis of Legionnaires' disease is usually realizes by searching the antigen in the
urine. The immunoassays and immunochromatographic methods are commonly used.

Given the growing costs that occur in the field of laboratory diagnostics, there is a need to design
low cost and reliable tests to be an alternative to the current diagnostic technology. In this context
emerge the Lab-on-Paper technology which aims to develop diagnostic tests on paper, disposable,
cheap, simple and quick to use.

The objective of this work is to develop point-of-care test based on the Lab-on-Paper technology
for Legionella pneumophila detection via an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

The test is based on the printing of an ELISA plate on paper, then carrying out the same procedure
as a conventional ELISA. This method does not require sophisticated equipment, reading can be
made visually. The tests is performed using suspensions of a Legionella pneumophila serogroup 1
strain adsorbed to the wells of the paper sensor (filter and photocopy), anti-Legionella polyclonal
antibody conjugated with the enzyme horseradish peroxidase (HRP) and the substrate etilbenzotialino
sulfonic acid (ABTS).

The technique developed has proved practical for the detection of Legionella pneumophila
serogroup 1 using a standard ELISA and into a filter paper sensor, both techniques have identical
sensitivity (106 CFU/mL). In photocopy paper sensor evidenced a decrease in the sensitivity of logl10
(10" CFU/mL).

The Lab-on-Paper technology reduce diagnostic costs by decreasing the volume of
immunoreagents (half), consumables (disposable pipettes tips) and equipment used (microplate
reader). This methodology can be carried out in a laboratory with few resources and to allow the
replacement of polystyrene plate by paper (biodegradable) proves to be environmentally friendly.

This alternative is promising for rapid diagnosis and aims to contribute to the development of point-

of-care testing.

KEYWORDS: biosensors; paper-based sensors; Lab-on-Paper technology; point-of-care;

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA); Legionella pneumophila;
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Capitulo 1 — Enquadramento e objetivo

Capitulo 1

1. ENQUADRAMENTO E OBJETIVO

O papel tem emergido nos ultimos anos como um material de suporte para testes biolégicos
e quimicos oferecendo inlUmeras vantagens, tais como, baixo custo, facil manuseamento,
descartabilidade e biocompatibilidade. O papel pode ser usado facilmente em situacdes point-
of-care providenciando métodos de rastreio em regides com reduzido acesso a infraestruturas
médicas e hospitalares.

A utilizacdo dos testes de POC tém vindo a aumentar nomeadamente na detegdo de
substancias bioquimicas, como é o caso da glucose, e recentemente na detecdo de
microrganismos patogénicos para o Homem.

A bactéria Legionella pneumophila (L. pneumophila) € um exemplo de um microrganismo
patogénico, esta bactéria encontra-se disseminada nos ambientes aquaticos e quando é
inalada por individuos suscetiveis pode provocar uma pneumonia severa, a Doenca dos
Legionarios (DL). A DL por vezes ocorre em surtos epidémicos, podendo atingir varias
pessoas, como nho recente surto em Portugal, em Novembro de 2014, onde 449 pessoas foram
afetadas e 12 faleceram. Neste como em outros casos de surto, o fluxo de doentes que acorre
aos servigos de saude é grande. No entanto, dada a particularidade de esta bactéria s6 ser
sensivel a determinados agentes antimicrobianos, a administracdo correta da terapéutica é
essencial para um melhor prognéstico da doenga. Assim, a utilizagdo de testes de diagnéstico
simples e rapidos é crucial para iniciar precocemente a terapéutica, diminuindo a perda de
vidas humanas.

Para o diagnostico da DL ja existem ensaios imunoenzimaticos (ELISA) e
imunocromatogréaficos que detetam a presenca do antigénio (Ag) na urina permitindo um
diagnéstico rapido, isto é, no préprio dia quando comparado com a cultura, método de
referéncia para o diagnostico da DL, mas que pode demorar até 10 dias. Existe assim, uma
necessidade crescente de produzir testes de diagnéstico, rapidos, faceis e econdémicos e é
neste contexto que surge a tecnologia Lab-on-Paper.

O principal objetivo deste trabalho é produzir um teste de point-of-care de facil utilizagéo,
rapido, econémico e amigo do ambiente (biodegradavel). Neste teste sera utilizado como
suporte o papel recorrendo a tecnologia Lab-on-Paper (ELISA em formato papel) como
alternativa as microplacas convencionais moldadas a partir de polimeros, material prejudicial
para o ambiente.

No presente trabalho descreve-se o desenvolvimento de um teste de ELISA para a L.
pneumophila:

1. Testar um ensaio ELISA em microplacas de microtitulacdo convencionais — definir os
reagentes a utilizar, testar a exequibilidade;

2. Otimizar o protocolo do ensaio de ELISA em microplaca de poliestireno — solucdo de
revestimento, tempo e temperatura da solucdo de revestimento, da solugédo de anticorpo e do

substrato, concentracédo da solucao de anticorpo;
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3. Producao de um ensaio ELISA em suporte de papel - otimizacdo do modo de impresséao
do sensor de papel, do volume e da concentracdo dos reagentes (tampdo de bloqueio e
anticorpo conjugado com enzima);

4. Avaliar a especificidade do ensaio — utilizacdo de outras bactérias causadoras de
pneumonia e infegdo urinaria;

5. Estudar a sensibilidade analitica do ensaio utilizando uma bactéria L. pneumophila do
sgl;

6. Testar o ensaio em suporte de papel com diferente serogrupos de L. pneumophila — sg 4
e 6;

7. Caracterizagdo da bactéria L. pneumophila do sgl em suspenséo e no suporte de papel

apos a adsorcao, utilizando microscopia eletronica de varrimento (SEM);

Este trabalho pretende contribuir para o desenvolvimento de testes de point-of-care para a
detecéo de L. pneumophila em diferentes contextos: hospitalar, ambiental e industrial (sistemas
de refrigeragéo).

Um objetivo secundario deste trabalho prende-se com a evolucdo desta metodologia, a fim
de poder ser aplicada a outros microrganismos patogénicos para o0 Homem. Sendo estes testes
mais baratos, rapidos, de facil utilizacdo e que nédo exigem equipamento especializado, o seu

desenvolvimento € uma mais-valia na detecéo de doencas em regides subdesenvolvidas.
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Capitulo 2

2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Este capitulo descreve os fundamentos tedricos necessarios para a compreensao do
trabalho desenvolvido: otimizacdo de um sensor de papel para o diagnéstico da Doenca dos
Legionarios. Deste modo, sdo abordadas trés grandes areas: os biossensores, 0s ensaios de
ELISA e a Doenca dos Legionarios. Na area dos biossensores destaca-se os biossensores em
papel, descreve-se a composicdo quimica do papel, as propriedades de interesse para o
presente trabalho e a tecnologia associada ao desenvolvimento do sensor. Na area dos
ensaios de ELISA descreve-se o principio do ensaio e os estudos desenvolvidos até ao
presente utilizado a metodologia da ELISA em papel. Em seguida, descreve-se a bactéria L.
pneumophila e a patologia a ela associada. Para finalizar este capitulo é realizada uma revisédo
dos principios das técnicas de caraterizacdo utilizadas neste trabalho (espetrofotometro de

UV/visivel e microscopia eletrénica de varrimento).

2.1. Biossensores

De acordo com a International Union of Pure and Applied Chemistry, um biossensor é "um
dispositivo integrado que € capaz de fornecer informagdo quantitativa ou semi-quantitativa
especifica usando um elemento de reconhecimento biolégico (recetor bioquimico) que é
mantido em contacto direto com um elemento de transducao” ™.

Um biossensor € assim um pequeno dispositivo analitico que combina uma componente
biolégica com um transdutor fisico-quimico para dete¢do de um analito que pode ser biolégico,
como por exemplo, virus, bactérias, fungos ou mesmo células cancerigenas @

As suas aplicagdes sdo diversas, desde a &rea clinica (médica ou veterinaria), ambiental ou
de bioprocessos, sendo que o seu principal foco é o desenvolvimento de testes de diagnéstico
rapido, point-of-care (POC). As areas de aplicacdo dos testes POC sdo muito variadas, desde
a agricultura, saude animal, ciéncia forense, seguranca alimentar, diagndstico médico, entre
outras .

Os testes POC tornaram-se relativamente comuns nos paises desenvolvidos, como o caso
do teste rapido da gravidez. Mas podem também ser utilizados para detecdo e diagndstico
precoce de doengas, aumentando assim a hipétese de sobrevivéncia do paciente, além de
reduzir os custos envolvidos no diagnéstico e na ministracdo de tratamentos mais agressivos
devido ao avancar da doenca.

Os testes POC s&o igualmente importantes nas regibes subdesenvolvidas pois
proporcionam meios de rastreio em regiées com dificil ou escasso acesso a infraestruturas
médicas e hospitalares, diminuindo o numero de deslocacBes aos servicos clinicos
especializados e, consequentemente, as despesas médicas 4,

O diagndstico molecular atualmente usado, apesar da sua eficiéncia, € dispendioso,
requerendo equipamento e pessoal especializados, dificultando a sua utilizagdo em vérias

zonas do planeta.
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Os biossensores surgem, entdo, como uma alternativa portatil, mais econémica, de simples
manuseamento, € muitas vezes apresentam algumas das caracteristicas do diagnéstico
molecular.

No entanto, apesar dos avangcos em pesquisa e desenvolvimento, ainda existem limitacées
gue impedem a aplicacdo dos biossensores no setor da saude. Para difundir a utilizacdo dessa
tecnologia, é necessario o desenvolvimento de sistemas mais eficientes, confiaveis e de facil
utilizagao.

2.1.1. Biossensores em papel

O papel € um bom meio para testes colorimétricos porque fornece um contraste forte devido
a sua opacidade e a cor branca. Além disso, o papel é inflamavel, facilitando a eliminacéo dos
testes por incinerago ©.

Sabe-se que sistemas analiticos baseados em papel sdo adequados para a aplicagdo ao
diagndstico. Uma abordagem interessante combina o uso de plataformas baseadas em papel
barato e andlise digital de imagens para identificacdo de analitos relevantes. Este conceito faz
uso de correlacdes colorimétricas quantitativas através de fotografia para digitalizar resultados,
permitindo a medicdo da intensidade da cor .

Por definigdo, o papel € um material fino, leve e flexivel, constituido por redes de fibras de
celulose naturais entrelagadas numa rede compacta, feito a partir de uma pasta aquosa que
posteriormente é seca .

A sua invengdo remonta a 105 d.C. e é atribuida a Ts'ai Lun, ministro da agricultura do
imperador Chinés Ho Ti's. Ts'ai Lun aperfeicoou um processo de fabrico de papel a partir de
cascas, pedacos de bambu, redes de pesca e algodéo, produzindo papel de alta qualidade.

O papel é uma parte essencial da civilizagdo ha mais de 200 anos e tende a ser encarado
com um material simples. No entanto, este material tem origem vegetal, pelo que apresenta
grande complexidade a nivel morfol6gico, fisico e quimico. O proprio processo de producéo é
altamente sofisticado, envolvendo engenharia e tecnologia de vanguarda ™.

Sendo um material bastante versétil é utilizado em inimeras aplicagdes, como por exemplo,
na escrita e impressédo, em embalagens, em utilitarios (lengos de papel, papel higiénico, etc.),
como meio de informacéo, entre outros. Recentemente tem emergido como suporte para
sensores bioldgicos na detegéo de varios analitos como a glucose, proteinas, biomarcadores e

sequéncias de ADN .

2.1.1.1. Composicao quimica do papel

O hidrato de carbono mais abundante na composi¢cédo do papel é a celulose, pelo que as
propriedades fisicas e mecénicas da folha de papel se devem as fibras celulésicas.

A celulose de origem natural € um polissacarideo linear homogéneo composto por
monomeros de glucose ligados linearmente e covalentemente por ligagdes -1,4-glicosidicas,
como representado na figura 2.1 .
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Figura 2.1: Estrutura molecular da Celulose.

Este polissacarideo encontra-se presente na parede celular, assumindo fungfes estruturais
importantes. Quimicamente, a forte interacéo existente entre as moléculas de celulose é
devido as ligacBes por pontes de hidrogénio entre os grupos hidroxilo dos mondémeros de
glucose que originam a formag&o das fibras. Esta interagéo entre as fibras de celulose que
constituem o papel concedem a resisténcia necesséria a sua formacao &l

A celulose existente na pasta de papel tem normalmente cadeias compostas por 300 a 1700

unidades de glucose.

Outros dois componentes principais do papel sdo a hemicelulose e a lenhina, que ajudam a
manter as fibras de celulose juntas. A hemicelulose é um heteropolimero, formado por
pentoses e hexoses, que, ao contrario da celulose, tem uma estrutura amorfa com ligaces
fracas entre os seus mondémeros. A lenhina é um polimero aromatico hidrofébico com uma
estrutura extremamente complexa. No processo de fabrico do papel esta € normalmente
removida, visto que é fotossensivel conferindo ao papel fragilidade e uma cor amarelada, como
por exemplo o papel do jornal. Pelo contrario, a hemicelulose é benéfica para as propriedades

do papel por Ihe conferir resisténcia a tragdo ..

2.1.1.2. Caracteristica do papel

O papel é um material fino e flexivel, constituido maioritariamente por uma rede de fibras de
celulose que se mantém unidas fisicamente pelo entrelagcamento das mesmas e, quimicamente
por pontes de hidrogénio. As fibras de celulose tém forma de tubos cilindricos com diametro
médio de 20 um e, devido ao processo de fabrico encontram-se orientadas maioritariamente no
eixo horizontal. A deposicdo de fibras de celulose cria uma rede com espacos vazios
superficiais e interiores ™.

As fibras celulésicas quimicamente sdo hidrofilicas, o que faz com que em contacto com
agua esta se espalhe na superficie e penetre nos poros da estrutura fibrosa do papel. Este
processo causa um enorme problema pois grande maioria dos fins a que se destina o papel
torna necessario que este seja resistente a liquidos polares. De forma a controlar este
processo € necessario conferir ao papel uma maior resisténcia e caracter hidrofébico e tal é
conseguido com a introducao de aditivos quimicos aquando da producao do papel. A elevada
energia de interacado, devido a facilidade com que a agua forma liga¢des de hidrogénio com os
grupos hidroxilo da celulose, faz com que o angulo de contacto entre a superficie do papel e a

agua seja inferior a 90° e desta forma ocorra a penetracédo da agua. O aumento do angulo de

5
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contacto entre a superficie do papel e a agua é conseguido através dos agentes de colagem
interna que cria uma barreira a penetracdo da substancia aquosa. Os agentes de colagem
interna mais utilizados sédo as colas resinicas, dimeros de alquil ceteno (AKD) e anidridos
alquenil succinicos (ASA) que permite a utilizacdo de carbonato de calcio, que ira conferir um
maior brilho e opacidade ao produto final. No entanto também existem desvantagens da
colagem interna neutra/alcalina, como seja a possibilidade de ocorrer reagfes de hidrélise ou
milking (desprendimento das particulas de carbonato de calcio do papel) [,

Os constituintes de uma folha de papel e respetivas fungBes e quantidade estdo
representados na tabela 2.1.

Tabela 2.1: Constituicdo de uma folha de papel, discriminagdo dos aditivos utilizados e respetiva
fungdo. Adaptado de Marques (2l

Constituinte Quantidade (%) Funcgéo
Fibras de celulose ~70 Principal constituinte
Carbonato de calcio (CaCOs3) ~20 Controla as carateristicas oticas
Amido catidnico de batata Controla a resisténcia interna
. OBA (Optical Brightener Agent) Agente branqueador
ASA (Alkyl Succinic Anhydride) Controla a penetracio de liquidos
Corantes (azul e vicleta) ~10 Controla a tonalidade
Amido de milho Controla a resisténcia superficial
Aditivos na OBA (Optical Brightner Agent) Agente branqueador
superficie AKD (Alkyl Ketene Dimer) Controla a penetragéo de liquidos
Sal (NaCl) Controla as caracteristicas elétricas

O papel tem um longo registo de uso em laboratérios de bioquimica, como suporte para
fitracAo e cromatografia. A quimica superficial do papel interfere na imobilizagcdo de
biomoléculas podendo criar interacbes ndo especificas em ensaios colorimétricos e
enzimaticos ™.

A porosidade, juntamente com a quimica de superficie interferem no angulo de contacto
enquanto as propriedades 6ticas podem influenciar a revelagdo de resultados colorimétricos (3],

Na perspetiva do presente trabalho, que usa o papel como suporte para reagfes de
reconhecimento de microrganismos, as propriedades deste material (quimica superficial,

porosidade, propriedades 6ticas, etc.) sdo de extrema importancia.

2.1.1.3. Caraterizacdo dos diferentes tipos de papel

O papel de filtro Whatman n® 1 apresenta um consideravel nimero de registos em

aplicacdes de microfluidica e biossensores em papel %

. No entanto, devido ao seu custo
elevado face a outros tipos de papel, tém sido desenvolvidos estudos com outros tipos de
papéis mais econémicos, como o caso do papel fotocopia.

No presente trabalho ira utilizar-se dois tipos de papel (Whatman n° 1, papel de
fotocopia). Deste modo foram analisados e caracterizados na tabela 2.2 o papel de filtro
Whatman n°1, Whatman™ Papers (papel W) e o papel de impressdo branco, cépia 2000®

(papel B);
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Tabela 2.2: Propriedades macroscopicas dos papéis testados. Adaptado de Jacob o8l

Gramagem Espessura Densidade Porosidade  Custo

Papel| (g/m?) (um)  (kg/m?) (%) (€/m?)
w 38 180 459 68,2 5,99
B 20 104 769 49 0,13

A gramagem (massa de papel seco por metro quadrado) e a espessura sdo duas
propriedades macroscopicas regularmente usadas para caraterizar este tipo de material.
Dividindo a gramagem do papel pela espessura obtemos a sua densidade. A porosidade do
papel também esta relacionada com estas propriedades pois resulta de espacos entre as
fibras, limens de fibras ndo colapsados e porosidade intrinseca das fibras. Deste modo quanto
maior a densidade de um determinado papel menos espagos existem entre as suas fibras e
menor € a sua porosidade. Por outro lado a densidade e espessura do papel afetam as suas
propriedades oticas como opacidade e brilho, que se revelam cruciais na revelagdo de ensaios

colorimétricos realizados em papel.

O angulo de contacto permite medir a afinidade dos substratos para materiais liquidos e
através de um estudo realizado por Jorge Jacob em 2013 concluiram que o papel W é hidrofilo,
apresentando valores de angulo de contacto de 12°, o que se traduz huma elevada capacidade
de absorcao ™.

O papel B revela um comportamento hidrofébico com angulos de contacto de 97,7°. As
fibras de celulose apresentam uma forma cilindrica achatada e aparenta maior densidade de
fibras que o papel W 2.

As diferencas nos angulos de contacto do papel Whatman e do papel de fotocépia, que se
refletem em diferencas nas propriedades superficiais entre ambos os papéis devem-se ao facto
de durante o processo de fabrico do papel serem utilizados diferentes aditivos consoante a
finalidade do papel. O papel de fotocOpia possui na sua composi¢cdo aditivos adicionais
(especialmente o CaCOs), enquanto o papel Whatman é constituido quase unicamente pelas

fibras de celulose ™.

2.1.1.4. Vantagens do papel

O papel é, inequivocamente, um material organico muito barato, facil de manipular e
padronizar e € compativel com a grande maioria das aplicagdes quimicas, bioquimicas e
médicas. Para além disso, a rede fibrosa que o constitui permite o transporte de liquidos
através de forcas capilares e por isso, a conducgdo dos fluidos é realizada pela rede de fibras
do papel. Esta rede de fibras dispersas aleatoriamente gera espacos livres que se comportam
como tubos capilares. Através da presséao capilar, os liquidos sdo conduzidos sem necessidade

de aplicar uma forca externa (el

. O manuseamento de liquidos no papel é conseguido pela
construgdo de canais hidréfilos de papel, onde os liquidos sdo conduzidos por agdo capilar,

delimitados por regifes onde as propriedades do papel séo alteradas de modo a impedirem a
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propagacédo do fluxo. O projeto Lab-on-Paper explora a utilizagdo do papel em dispositivos de
diagndstico de elevado valor acrescentado, combinando as vantagens da microfluidica com as
propriedades éticas do papel. A opacidade e a cor branca do papel fornecem o contraste ideal
para uma revelacao colorimétrica dos resultados. Além disso, o papel é inflamavel, por isso os
testes de diagndstico podem ser eliminados facilmente e com seguranga, por incineragdo, apés
a sua utilizagao ™.

O papel, devido principalmente ao seu baixo custo, a sua simplicidade de uso e ao facto de
ser descartavel pode ser usado facilmente em situacdes POC em paises subdesenvolvidos.
Para além disso, tem a vantagem de necessitar pouco volume de amostra e reagentes, de
execucao rapida e facil de transportar. Estas caracteristicas juntamente com a independéncia
de equipamentos complexos ou dispendiosos € um dos objetivos enfatizados pela Organizacéo
Mundial de Saude para ter em conta no desenvolvimento de métodos de diagnéstico °%.

Neste contexto o desenvolvimento da tecnologia Lab-on-Paper revela-se de extrema

importancia.

2.1.1.5. Tecnologia Lab-on-Paper

O projeto Lab-on-Paper explora a utilizacdo do papel em dispositivos de diagnostico que
combina vantagens como a redug¢do do consumo de reagentes e de amostras biolégicas,
simplicidade de obtencdo de resultados, facilidade de producdo dos dispositivos em grande
escala, com as propriedades oticas do papel.

Neste tipo de projeto é fundamental evitar a contaminag¢é@o entre amostras adjacentes, pelo
que é importante criar barreiras hidrofobicas capazes de delimitar zonas hidrofilicas, zonas
onde a reacgdo ocorre. O método de impresséo a cera, descrito pela primeira vez em 2009 por
Carrilho, Martinez, & Whitesides, € um método simples e eficaz para criar este tipo de barreira
[18].

Esta técnica envolve cinco fases distintas (figura 2.2):

(i) Desenho dos padrdes de cera hidrofébicos em programa informatico;

(ii) - - (if) Impressao a cera dos padrfes desenhados;

(i) - -— (iif) Aquecimento para difusdo dos padrBes de cera por toda a
espessura do papel,

(iv) Deposicdo dos reagentes;

v) n (v) Impresséo do encapsulamento.

Figura 2.2: Esquema das etapas envolvidas no fabrico dos dispositivos: (ii) impressao; (iii) difusdo da
cera; (v) encapsulamento. Adaptado de Costa e,

Para a obtencdo das microplacas em papel, utiliza-se uma impressora que aplica calor a
cera e causa a sua fusdo, permitindo criar os padrBes que sé@o depois transferidos para a
superficie do papel. Geralmente utiliza-se uma placa térmica para fornecer o calor necessario a
difusdo da cera na superficie por toda a espessura do papel.

As zonas hidrofilicas geradas desta forma tém a sua altura definida pela espessura do papel

e largura igual a distancia entre as barreiras de cera que os delimitam (e,
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Em seguida procede-se a deposicdo dos reagentes necessarios ao desenvolvimento das
reacdes colorimétricas especificas e, apos a secagem dos mesmos, realiza-se a impresséo de
outra camada de cera de forma a encapsular e assim proteger o sensor (9]

Os resultados colorimétricos podem ser analisados visualmente, tal como os testes rapido
de gravidez, ou através de uma digitalizacdo ou fotografia que permite analisar, no local, os
dados com um programa informatico simples ou envia-los para laboratérios centralizados mais

bem equipados.

2.2. Ensaio imunoenzimatico — ELISA

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) € uma técnica usada para detetar numa
amostra a presenca de anticorpo ou um Ag através da interagéo antigénio-anticorpo.

Esta técnica surgiu em 1971, quando dois grupos de pesquisadores, um grupo holandés
formado por Van Weemen e Schurs e um grupo sueco por Engvall e Perlmann, idealizaram e
introduziram pioneiramente, o método imunoenzimatico para detecdo e quantificacdo de
antigénios ou anticorpos especificos. Para além disso, observaram, simultaneamente, que as
proteinas poderiam ser imobilizadas numa superficie solida de poliestireno e que a reacao
anticorpo-antigénio poderia ser revelada pela formacdo de produtos coloridos formados da
reacdo enzima-substrato, na presenca de um componente dador de eletrdes denominado
cromogéneo 2% 21,

A ELISA foi intensamente difundida a partir de 1974 através de publicacBes referentes as
doengas infetocontagiosas.

Atualmente, existe 3 tipos de teste de ELISA: direta, indireta e sanduiche (figura 2.3).

Substrato Substrato
Substrato - ol Amicorp'o_
C Anticorpo Sec_undarm Legenda:
Anti Secundario Conjugado
nticorpo A ; L
Primario Conjugado AT, Antigénio
Conjugado Il Anticorpo A
An_tic'orpo Primério W e Enzima
Primario
PAcN O
Direto Indireto Sanduiche

Figura 2.3: Esquema dos tés tipos de ELISA: direta, indireta e sanduiche. Adaptado de [22].

O método que se vai utilizar neste trabalho é o ensaio direto que compreende as seguintes
[23].

etapas
A - Sensibilizac&o do suporte
Normalmente é usada uma microplaca de superficie inerte com pogos onde sao
depositados e adsorvidos 0s antigénios. Estes encontram-se em suspensdo numa solucao de
revestimento que auxilia a sua adesdo ao suporte, a este processo da-se o nome de
sensibilizacdo. Assim, para sensibilizar a microplaca trata-se 0os imunorreagentes com uma

solugdo alcalina, que lhes confere carga efetiva negativa, promovendo a adsor¢do passiva a
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microplaca por interacBes eletrostaticas (forcas coulombianas), em virtude do poliestireno ou
polivinil utilizado para confecionar as microplacas ter cargas positivas.

De seguida é realizada uma lavagem com um detergente ndo ionico (Tween 20 € o mais
usual) que retira 0 excesso de Ag que nao se ligou.

—_—
Incubacho Lavagem ‘ Antigeno
Ligado a fase sdlida - pogo da placa

Figura 2.4: Esquema do procedimento de sensibiliza¢éo do suporte.

B - Bloqueio

O revestimento da superficie interna da microplaca de ELISA, por exemplo, com o antigénio,
ndo é completo ficando algumas regides livres. Estes espacos devem ser ocupados com
gualquer molécula alheia ao sistema reacional, no sentido de reduzir ou mesmo evitar a ligagao
inespecifica de componentes da amostra, geradores de rea¢des indesejaveis que possibilitam
falsas interpretacdes (reacdes inespecificas). Normalmente as moléculas utilizadas para este
fim sd@o proteinas, como por exemplo tampdes de soro de cabra, de Molico ou de BSA e a
cobertura destes espacos vazios é chamada de bloqueio. Novamente, no final é feita a
lavagem para retirar o excesso de tampéao de blogueio que néo ligou.

Incubacio  §9 pf Lavagem

Figura 2.5: Esquema do procedimento de bloqueio do suporte.

Tampio blogueador

C - Conjugado enzimético
A superficie é entdo tratada com uma solugdo de anticorpo acoplada com uma enzima
(conjugado). As enzimas mais usadas sao a fosfatase alcalina e a peroxidase.

A superficie é lavada novamente para retirar 0s anticorpos que néo se ligaram ao Ag.

_’. q
+ Il'r‘\’{..( Incwbagao | Lavagem ’( Anticorpo+ Enzima

Figura 2.6: Esquema do procedimento da adi¢do do conjugado enzimatico.

D - Solucéo reveladora

A solugdo reveladora consiste num tampdo que contém o substrato correspondente a
enzima conjugada e um componente dador de eletres que se da o nome de cromogéneo. O

gue acontece € que a enzima conjugada quebra o substrato e, seus produtos atuam no
cromogéneo, alterando a coloragéo do sistema.
@ 2 ® Substrato (5)

@
+ " =
]
@ Cromégeno + H0,

Figura 2.7: Esquema do procedimento da adi¢éo da solucao reveladora.

10



Capitulo 2 — Fundamentacao Tedrica

E - Leitura dos resultados

A leitura pode ser feita:

- De forma visual: simplesmente pela observacédo da alteracé@o da coloragéo;

- No espectrofotémetro: com um espectrofotémetro apropriado para leitura de microplacas
de ELISA é realizada a leitura da absorvancia da suspensao, que é proporcional a intensidade
de cor desenvolvida apds adigdo do cromogéneo.

Absorvancia é a capacidade intrinseca que um meio tem para absorver radiagGes emitidas a
uma frequéncia ou comprimento de onda (A) especificos.

Quanto maior a absorvancia lida, maior sera a concentracdo de enzima conjugada e,
consequentemente, maior sera a concentracdo da substancia pesquisada. Logo, a intensidade
do sinal do produto desta reacao € diretamente proporcional a concentracdo do analito na
amostra.

Os espetrofotometros e/ou espetrofluorimetros séo instrumentos amplamente utilizado em
laboratérios para analisar resultados de ensaios realizados em microplacas e séo instrumentos

extensivamente validados para uma vasta gama de aplica¢cdes em laboratérios e clinicas. o4,

2.2.1. Suporte

Na técnica ELISA, parte das reacdes ocorrem em meio solido de maneira a separar 0s
imunocomplexos dos reagentes nao ligados.

O meio sdlido utilizado na técnica de ELISA é uma placa de micro titulagdo (ou microplaca),
que consiste num “tabuleiro” plano com varios compartimentos individuais (pogos) dispostos
em linhas e colunas, formando uma matriz 2:3. Os formatos mais utilizados possuem 96 ou 384
pocos. Sao fabricadas a partir de um polimero (poliestireno ou polipropileno) e sdo utilizadas
para examinar as caracteristicas fisicas, quimicas ou bioldgicas de vérias amostras em em
simultaneo. As amostras ficam dispostas na matriz formada pelos pocos da microplaca °.

A invencdo desta ferramenta remonta a 1951, quando o médico e inventor hungaro, Dr.
Gyula Takatsy, construiu @ mao a primeira microplaca. Numa microplaca de acrilico construiu 6
linhas de 12 pogos que juntamente com um dispositivo de deposi¢cao com varias pontas (pipeta
multicanal), permitiam a realizacdo de varios ensaios em simultaneo. Esta inveng¢&o surgiu no
contexto de uma epidemia de gripe na Hungria, que suscitou a procura de um método de
diagnéstico rapido econdmico e eficaz. Realizando varios ensaios em simultaneo, a invencao
de Dr. Takétsy permitiu reducdes significativas no tempo de realizagdo e volumes de amostra
utilizados por cada teste, 0 que aumentou significativamente o rendimento do seu laboratério.
Desde entdo as microplacas evoluiram, tornando-se num dos equipamentos descartaveis mais
comuns em laboratérios %,

O formato mais convencional consiste em 96 pocos individuais dispostos em oito linhas e
doze colunas com dimensdes definidas pelo American National Standards Institute em 1996. O

material utilizado é poliestireno, de alta transparéncia e o fundo chato e plano, (figura 2.8) .
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':_\:.‘; - Figura 2.8: Microplaca transparente de poliestireno com 96 pocos.

De uma forma geral as microplacas facilitam a realizagdo de ensaios, diminuindo o tempo
de execucao, pois é possivel efetuar varios ensaios em simultaneo e por outro lado, permite o
uso de sistemas automatizados de manuseamento de liquidos, o erro associado ao utilizador.

As microplacas tém um vasto historial de aplicacdes, em virologia e serologia, como o caso
dos ensaios imunoenzimaticos ainda hoje amplamente utilizados nos laboratérios clinicos.

O avanco tecnolégico tem permitido uma crescente miniaturizacdo de varios tipos de
ensaios laboratoriais, 0 que tem motivado a procura de microplacas com po¢os menores e
maior nimero de po¢os de modo a aumentar o rendimento dos laboratérios e diminuir a
guantidade de reagentes necessarios por cada ensaio .

Idealmente procura-se reduzir o custo de producdo, bem como simplificar a obten¢édo dos
resultados, de modo a dispensar a utilizacdo de equipamentos complexos e potencialmente
dispendiosos. Na concretizagdo deste objetivo, um dos fatores a ter em conta € a escolha do
suporte onde se realiza o ensaio, visto que tem um papel ativo na imobilizagdo de reagentes.
Por isso, este estudo centra-se na mudanca de suporte de poliestireno utilizado nos ensaio
ELISA para um suporte de papel.

2.2.1.1. Suporte em papel

O primeiro estudo publicado sobre a tecnologia Lab-on- Paper utilizando a técnica de ELISA
em suporte de papel, foi em 2010 por Cheng, Chao-Min e seus colaboradores. A técnica foi
desenvolvida para dete¢do de anticorpos especificos para HIV-1 gp41 em soro humano (figura
2.9)

BCIP/NBT (yellow solution)
purple precipitate

ALP
goatanti-human IgG

—human anti-HIV-1
HIV-1 antigen (gp41)

paper testzone

Figura 2.9: Representacdo esquematica dos anticorpos e antigénios do ensaio de ELISA em papel
para a detecdo de anticorpos para o HIV - 1 gp41. Adaptado de Cheng Chao-Min [28],

Numa reviséo bibliografica utilizando a palavra Paper-Based ELISA revelou que esta é uma
area recente e com grandes potencialidades, tendo até ao momento (fevereiro de 2016) sido
publicados somente mais 8 artigos na area da saude e diagnostico em que se utiliza ensaios

imunoenzimaticos em papel, estando estes apresentados na tabela 2.3.

12
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Tabela 2.3: Sensores desenvolvidos com a tecnologia Lab-on-Paper.

Detecédo de Ag cancerigenos Wang, Shoumei e col., 2012 [29)

Monitoriza¢éo do desempenho cognitivo

) \ : Murdock, Richard e col., 2013 ¥
através de biomarcadores neuropeptideos

Motorizacdo de doengas vasculares da retina Hsu, Min-Yen e col., 2014 4

Diagnostico de leishmaniose canina Costa, M e col.,2014 2

Diagnéstico de doencas autoimunes

Kai [33]
(penfigéide bolhoso) Hsu, Chao-Kai e col., 2014

Detecao de bactérias (Escherichia coli) Shih, Cheng-Min e col., 2015 1%

Detec&o do virus bacteriéfago T7 Khana, Mohidus e col., 2015 ©°
Em todas estas aplicac¢des foi utilizado a tecnologia Lab-on-Paper em papel Whatman.

Verifica-se que a sensibilidade reportada no caso do sensor para detecdo do virus
bacteriéfago T7 é de 10°-10" UFC/mL, atingindo o valor de 10* UFC/mL quando se utiliza um
volume de amostra de 100 mL. Quanto a sensibilidade do sensor para detecdo da bactéria
E.coli é de 10° UFC/mL.

No presente trabalho desenvolveu-se um teste ELISA em papel para a deteccdo de
Legionella pneumophila, que seja do nosso conhecimento, este € a primeira vez que se aplica
a tecnologia Lab-on-Paper para deteccdo deste microrganismo. Para além disso, 0 nosso
grupo foi o Unico que utilizou, para além do papel Whtaman, o papel de fotocépia, por forma a

reduzir o custo do ensaio, uma vez que este é substancialmente mais econémico.

2.2.2. Imunoreagentes

Podem considerar-se duas etapas na técnica de ELISA: a reacdo primaria entre os
imunoreagentes (Ag e anticorpos correspondente) e a detecdo usando enzimas como
indicadores, previamente ligadas aos reagentes °°.

Os anticorpos sdo proteinas especificas que se ligam a uma parte restrita do antigénio, o
epitopo, e sd@o produzidas pelos linfécitos B, uma das trés classes de glébulos brancos
presentes no sangue *7.

A resposta imunolégica a um Ag geralmente envolve ativacdo de multiplas células-B as
guais tém como alvo epitopos especificos no Ag. Como resultado um elevado ndmero de
diferentes anticorpos sé@o produzidos, com variadas afinidades e especificidades relativamente
aos diferentes epitopos do Ag. Estes sdo conhecidos como anticorpos policlonais e tém:

> Propriedades heterogéneas;
Baixa pureza;

>
» Baixo custo de producao;
» Producéo rapida;

>

Menos especifico.

13
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Estes anticorpos como sdo menos especificos, ocorre com maior frequéncia reaccdes
cruzadas relevando falsos positivos, principalmente com proteinas com afinidade para se ligar

aos anticorpos.

De entre os variados métodos de marcagéo de anticorpos e Ag desenvolvidos nas Ultimas
décadas do século XX, o mais promissor utiliza enzimas 9.

As enzimas sdo macromoléculas de natureza proteica com fungéo bioldgica de alto poder
catalitico de reacBes quimicas e elevada especificidade ao correspondente substrato.

Estas podem ser conjugadas com anticorpos e Ag de modo a formar complexos que
mantém a atividade imunolégica e enzimatica. A degradacdo enzimatica de um substrato
cromogéneo resulta na amplificacao do sinal e permite a detecéo especifica da enzima [s8],

As enzimas séo altamente ativas e podem ser detetadas a baixas concentracdes e por isso
sdo usadas eficazmente como marcadores enziméticos. Com a utilizacdo de enzimas obtém-se
uma sensibilidade semelhante & dos marcadores radioativos, apresentando a vantagem de
serem mais estaveis, baratas e seguras, podendo ser usados com sucesso sem recorrer a
equipamento caro e sofisticado .

Existe duas enzimas que sdo normalmente usadas na conjugacdo de anticorpos: a
fosfatase alcalina (AP) e a peroxidase de rabano (horseradish peroxidase - HRP). A HRP é
mais barata que a AP, sendo contudo considerada menos fiavel, uma vez que pode conter
polifenol-oxidases ou peroxidases que podem hidrolisar o substrato e conduzir, assim, a
resultados falsos positivos. Mas este facto pode ser facilmente ultrapassado com a realizacao
de amostras de controlo, os chamados brancos.

Esta enzima funciona a valores de pH préoximos do neutro e € encontrada nas raizes
derdbano. A HRP catalisa a conversdo de substratos cromogéneos (por
exemplo, TMB , DAB , ABTS ) em produtos coloridos &,

As peroxidases sdo um grupo de enzimas oxirredutases que oxidam substratos organicos,
tendo o peréxido de hidrogénio como molécula aceitadora de eletrdes. A reagcdo é denominada

peroxidacéo, sendo descrita pela equacéo 2.1:
Xreduzida + H20, + peroxidase ----- > Xoxidada+ H-O  Equacéo 2.1

Sendo o0 X a molécula que sofre peroxidacao.

O substrato utilizado neste trabalho é o ABTS 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico). Este substrato € muito usado para observar as cinéticas de reacgdo especificas
de uma enzima e o seu principal uso é em ensaios de ELISA para detetar a ligacdo das

moléculas umas as outras.

A enzima HRP, utilizada no presente trabalho, que esta acoplada ao anticorpo vai reduzir o

H,O, que é adicionado, através da oxidacdo do cromogéneo ABTS, que vai atuar como um
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dador de eletrdes para a reducdo do H,O, produzindo uma cor verde (figura 2.10). O

desenvolvimento de cor demora cerca de 20 minutos .

ABTS E a E
Anticorpo

>4 —lp Anticorpo
HRP
HRP

Antigénio

Figura 2.10: Esquema do anticorpo com a enzima HRP

num ensaio de ELISA direto.
Suporte

Os Ag sao moléculas estranhas ao organismo que ao entrarem, desencadeiam mecanismos
de defesa, como por exemplo, producéo de anticorpos.

No ensaio imunoenzimatico desenvolvido neste trabalho, o Ag utilizado é a bactéria L.

pneumophila sg 1 intacta, ou seja 0 organismo completo sem nenhum tratamento prévio.

2.3. Legionella pneumophila

A L. pneumophila é uma espécie que pertence a familia Legionellaceae e apresenta 16
serogrupos, ou seja, dentro desta espécie existem 16 serotipos diferentes. Esta bactéria é
frequentemente encontrada em ambientes aquaticos n&o salinos, artificiais e naturais.
Geralmente esti presente nos ambientes naturais em baixas concentracdes (102 a 10*
bactérias/L) mas, nos ambientes artificiais pode atingir concentracdes muito elevadas,
principalmente em sistemas que envolvem aquecimento de agua 1,

A L. pneumophila é uma bactéria Gram-negativa, heterotréfica (ndo produz o seu proprio
alimento), estritamente aerdbia (precisa de oxigénio para o seu desenvolvimento), possui forma
de bastonete com 2-6 um de comprimento e ndo forma esporos. Porém, in vitro, em culturas
com varios dias ou ap6s passagens sucessivas, pode apresentar formas filamentosas que
chegam a atingir 90 um de comprimento. Apresenta mobilidade por um ou mais flagelos
polares ou laterais, sendo que algumas estirpes ndo apresentam mobilidade. A diferenca
fenotipica entre estirpes virulentas e avirulentas € a presenca do flagelo 12

As bactérias do género Legionella vivem associadas a outros organismos heterotréficos,
principalmente protozodrios do grupo Amoebae, com o qual interagem a nivel tréfico recebendo
0s nutrientes de que necessitam como, por exemplo, a cisteina. Sdo capazes de sobreviver
numa ampla gama de condi¢cdes ambientais que incluem variacBes de temperatura dos 5°C

aos 63°C e de pH dos 5,5 aos 8,9 2.

2.3.1. Condic¢des de crescimento em laboratério

Estas bactérias tém um crescimento lento e ndo se desenvolvem nos meios de cultura
normalmente usados em laboratorio, pois necessitam de nutrientes especificos para o seu

crescimento in vitro. Assim, os meios de cultura utilizados no laboratério necessitam de ser
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suplementados com sais de ferro e L-cisteina, a bactéria Legionella é auxotréfica para cisteina,
ou seja, € incapaz de sintetizar a cisteina que necessita para 0 seu proprio crescimento (.

Durante o crescimento in vitro, a bactéria Legionella produz metabolitos téxicos, tais como,
a producao de radicais superoxido e peréxidos, sobretudo ap6s exposicdo a luz. Para evitar
esta situagdo adiciona-se carvao vegetal ao meio de cultura. Este devido a sua estrutura
porosa e constituicdo quimica tem 6timas propriedades adsorventes.

O meio de cultura recomendado para o isolamento primario e crescimento das bactérias do
género Legionella é o agar BCYE (buffured charcoal yeast extract), ou seja € uma solucao de
extrato de levedura (fonte rica em nutrientes) e carvdo vegetal. E um meio fortemente
tamponizado que contém cisteina e sais férricos. E um meio seletivo que permite o isolamento
e identificacdo de espécies de Legionella em amostras clinicas e ambientais. O seu pH 6timo é
de 6.9. A temperatura 6tima para incubag¢éo das placas € de 37°C e as colonias demoram
cerca de 3 dias a desenvolverem-se. Em culturas primarias, podemos ter que aguardar 10 dias
para que o desenvolvimento seja visivel. Quando as estirpes ja estdo adaptadas aos meios de
laboratério, por passagens sucessivas, podemos ter coldnias visiveis ao fim de 24 horas de
incubacéo 2.

Estas apresentam forma circular, de didmetro variavel, sdo convexas e de margem inteira,
tém tom anilado e superficie lisa com brilho vitreo muito caracteristico como podemos ver pela

figura 2.11, podendo tornar-se viscosas com o envelhecimento da cultura M2,

Figura 2.11: Imagem de Legionella em placa no meio BCYE.
Tempo de incubagdo de 5 dias a 37°C. Observagdo a lupa com
ampliagcéo de 40x.

As bactérias deste género sdo pouco coradas pelo método de Gram, devido a constituicao
da sua membrana. Esta possui cadeias de acidos gordos ramificados, que dificultam a fixacéo

da solucéo de safranina, corante de contraste utilizado neste método M2,

O método de Gram é um método de coloracdo de bactérias que consiste em tratar
sucessivamente um esfregaco bacteriano, fixado pelo calor, com reagentes . As bactéricas
que adquirem a coloracdo azul violeta sdo chamadas de Gram-positivas e aquelas que

adquirem a coloracdo vermelha sdo chamadas de Gram-negativas.

2.3.2. Patogenicidade

A principal espécie causadora de doenga no homem ¢é a L. pneumophila, sendo o serogrupo
1 (sgl) o que predominantemente causa infecdes no Homem, seguindo-se os sg4 e 6. Este

agente patogénico necessita de um hospedeiro para se conseguir multiplicar. A principal
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7

caracteristica de patogenicidade da bactéria Legionella € a capacidade de se multiplicar
intracelularmente em células eucariotas, como por exemplo nos macréfagos humanos (.

O risco de contaminacdo humana por esta bactéria ocorre por inalacdo de agua
contaminada, sob a forma de aerossois, ou por microaspiracdo. Os aerossdis sdo criados
geralmente em instalacbes onde a temperatura da agua esta compreendida entre os 25 e
42°C, tais como: sistemas de agua quente (piscinas, jacuUzis, banheiras a jato), fontes
decorativas, sistemas de climatizacdo, torres de refrigeracdo de ar condicionado, chuveiros e
nebulizadores Y.

Os fatores que contribuem para a sobrevivéncia, desenvolvimento e multiplicacdo desta
bactéria nos sistemas de distribuicdo de agua, por longos periodos de tempo sao 2],

- Presenca de alguns nutrientes (ferro, azoto) necessarios para sobreviver;

- Ocorréncia de estagnacao da agua;

- Formacao de biofilmes (agregados de microrganismos aderidos a uma matriz constituida
por substéncias poliméricas extracelulares excretadas por eles) que os protege das

desinfec¢des quimicas/térmicas.

Quando a bactéria Legionella atinge o aparelho respiratorio inferior do ser humano, esta &
fagocitada por macréfagos alveolares e comecga a multiplicar-se. As bactérias libertadas apés
este processo de replica¢do no interior dos macrofagos podem entéo infetar outros macréfagos
aumentando a concentracdo bacteriana nos pulmdes e provocando uma doenca pulmonar
aguda conhecida como Doenga dos Legionarios. Pode ainda, ocorrer uma leve doenca febril
designada por febre de Pontiac.

As infe¢des provocadas pela bactéria Legionella sdo consideradas atualmente um problema
emergente de salude publica e estdo associadas a altas taxas de morbilidade e de mortalidade
(15-20%), sendo 85% dos casos provocados pela L pneumophila sgl tal,

As pessoas mais afetadas, sdo pessoas com o sistema imunolégico debilitado (como por
exemplo, imunodeprimidos, pessoas com doencas respiratérias cronicas ou que realizaram
tratamento com corticosteroides) e com idade avancada (superior a 50 anos), sendo que 0s

homens sdo mais afetados do que as mulheres b,

Para que haja a infecdo em humanos é necessério al.

1- Existéncia de um reservatdrio contaminado com Legionella;

2- Amplificagdo do inoculo originando um aumento drastico da concentracao da bactéria;

3- A existéncia de um mecanismo disseminador (gerador de aerossoéis) para uma
populagdo suscetivel;

4- A estirpe disseminada ser virulenta para humanos;

Até ao momento ndo havia evidéncia de transmissao inter-humana, no entanto, em fevereiro
2016 foi pela primeira vez reportado um possivel caso (Correia e col, 2016), deixando em

aberto esta possibilidade 3.
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O surto € um aumento sUbito e temporario de casos de uma patologia numa determinada

area. Na qual, os casos estéo relacionados entre si, atingindo uma area geogréafica delimitada

ou uma populacao restrita a uma instituicdo, por exemplo colégios, quartéis, fabricas. Os surtos

de Doenca dos Legionarios comecaram a ser registados a partir da década de 70 e

desenvolvem-se sobretudo nos paises desenvolvidos ocorrendo a nivel mundial (figura 2.12 e

2.13). A maioria destes surtos tem origem em sistemas de arrefecimento e ar condicionados de

edificios publicos, hotéis, industrias, entre outros.
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Figura 2.12: Barra cronolégica dos surtos de Doencga dos Legionarios registados mundialmente e
respetivos niimeros de casos e 6bitos. Dados obtidos de Fraser, et al; Greig, et al “**°],
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Figura 2.13: Numero de casos de doencgas dos Legionarios notificados. (A) na Europa em 2013.
Dados obtidos do relatério da ECDC SURVEILLANCE REPORT Legionnaires’ disease in Europe 2013. (B) em
Portugal de 2004 a 2013. Adaptado do relatério da DGS "Vigilancia em satde publica: Doenga dos Legionarios em
Portugal 2004-2013.

2.3.2.2. Diagnostico (ELISA)

Para a identificagdo de surtos epidémicos a determinacdo do Ag urinario, isto é antigendria
para Legionella, é o diagnéstico mais utilizado por permitir uma resposta rapida das
autoridades de saude.

Uma vez que as pneumonias provocadas pelas legionelas quando nao tratadas podem ser
fatais, é de vital importancia um rapido diagndstico. A técnica ELISA é uma das metodologias
utilizadas para pesquisa do Ag urinario, sendo realizada em poucas horas.

A detecdo de Ag de L. pneumophila na urina dos pacientes através de um ensaio ELISA foi
descrito pela primeira vez em 1979 [ Tendo em 1990 Birtles e colaboradores desenvolvido
um ensaio em Inglaterra que apresenta uma especificidade de 100%, sensibilidade de 90% e
uma boa reprodutibilidade, mas apenas para a detecéo do Ag soltvel da L. pneumoplhila sg 1
[47].

Sabe-se que 0 Ag comeca a ser excretado na urina muito cedo, nos trés primeiros dias apos

0 inicio dos sintomas, e termina apds 10 a 14 dias. Em casos excecionais pode persistir por
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mais de 100 dias, o que dificulta a interpretacdo dos resultados em doentes com pneumonia
recorrente 7.

Este método tem a vantagem de o diagnéstico ndo ser afetado pela administracdo de
antibiético e a obtencéo das amostras ser muito facil (2l

Com os reagentes comercializados hoje em dia apenas podemos diagnosticar infe¢cdes por
L. pneumophila sg 1 e devido a grande variabilidade antigénica das L. pneumoplhila (16
serogrupos ja descritos) é importante ter em conta que um resultado negativo de antigendria,

nao exclui o diagnostico de Doenga dos Legionarios (42

2.3.2.3. Caracteristicas antigénicas

O principal Ag somético (O) da bactéria Legionella, contra o qual se formam anticorpos na
infecdo natural, é o LPS da parede celular, um lipopolissacarideo que € uma endotoxina que
provoca uma forte resposta por parte de sistemas imunitarios de animais saudaveis.

E também um dos componentes principais da membrana exterior de
bactérias gram-negativas e é composto por um antigénio O (parte mais
externa), um nucleo externo, um nucleo interno e um lipideo A (parte mais

interna), como podemos verificar pela figura 2.14 [48],

Este € um Ag especifico da espécie, sendo a especificidade do
sk

oantigen  serogrupo conferida pelas cadeias laterais O do LP
Outer Core

Inner Core

Figura 2.14: Estrutura do lipopolissacarideo (LPS).

A natureza do Ag encontrado na urina das pessoas infetadas por L. pneumophila ndo é
totalmente conhecida mas presume-se que seja um produto de degradacéo do LPS (42
As propriedades do LPS destas bactérias entdo provavelmente relacionadas com a invulgar

composicio em acidos gordos da L. pneumophila 2.

2.4. Técnicas de caracterizacao

As técnicas de caracterizacao utilizadas no decorrer deste trabalho foram selecionadas com
o intuito de obter informacdes sobre a densidade ética das suspensdes bacterianas, estrutura e
morfologia das bactérias L. pneumophila em suspenséo e no sensor de papel.

Sera apresentada uma revisdo tedrica acerca das técnicas usadas para caraterizar.

2.4.1. Espectrofotometro de UV/Visivel

Espetrofotometros de UV/visivel sdo equipamentos usados ha mais de 35 anos e durante
esse periodo tornaram-se nos mais importantes instrumentos de andlise em laboratérios

modernos.
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Quando um feixe de radiacdo incide num objeto pode ser absorvido, transmitido,
dispersado, refletido ou pode provocar fluorescéncia.

Um feixe de luz num determinado comprimento de onda interage com uma amostra a luz
pode ser totalmente refletida, o que faz com que a amostra tenha cor branca, ou pode ser
totalmente absorvida se a amostra for preta. No entanto, se apenas uma por¢éo de luz for
absorvida e a restante for refletida, a cor da amostra pode ser determinada pela luz reflectida
(refleténcia) ou pela luz absorvida pela amostra (absorvancia).

O fendmeno envolvido na espetrofotometria de absorvancia é a absorgdo. Existem muitas
substancias que nao exibem cor, pelo que ndo absorvem no intervalo de comprimentos de
onda da zona do visivei. Nestes casos a absorcao ocorre na zona infravermelha ou ultravioleta
do espetro eletromagnético.

Existe uma relacéo proxima entre a cor de uma substancia e a sua estrutura atdbmica. Uma
molécula ou ido absorvem comprimentos de onda visiveis quando a radiacdo provoca uma

transicdo eletronica nas orbitais dos seus atomos ““!.

2.4.2. Microscopia eletrénica de varrimento (SEM)

A microscopia eletronica de varrimento (SEM, do inglés Scanning Electron Microscopy)
permite obter imagens semelhantes as que se obtém por microscopia 6tica de reflexdo, mas
numa gama de ampliacdo extraordinariamente superior (desde 10x até 18000x) e com uma
profundidade de campo de 30 um. Isto deve-se a utilizacdo de um feixe de eletrdes cujo
comprimento de onda (Ae= 0,012 nm) é muito inferior ao dos fotdes de luz visivel (400 nm <
Avisivel < 700 nm).

O funcionamento do SEM baseia-se no varrimento da superficie da amostra em
observacéo pelo feixe de eletrdes. Quando os eletrdes penetram na amostra vao interagir com
0 meio causando a emissédo de eletres e fotGes da superficie.

O principio de funcionamento baseia-se na incidéncia de um feixe de eletrdes (elétrodo
negativo) por um filamento capilar de tungsténio num ponto da superficie da amostra-alvo, e a
subsequente recolha dos sinais eletrénicos emitidos pelo material-alvo. As amostras sao
percorridas sequencialmente por um feixe de eletres acelerado por uma tensdo que varia
entre 0 e 40 kV que sao acelerados em direcao ao elétrodo positivo e finamente focado através
de um sistema de lentes eletromagnéticas. A correcdo da dire¢do do feixe, nesse percurso, é
realizada por lentes condensadoras que alinham o feixe em direcdo a abertura da lente
objetiva. A objetiva ajusta o foco do feixe antes dos eletrBes atingirem a amostra que sera
analisada. A imagem é assim obtida pelo varrimento do feixe eletrénico incidente sobre a
superficie da amostra. Depois da amplificacdo e processamento apropriados, um detetor de
eletrGes é responsavel pela geragdo da imagem mostrando-a no visor. A SEM produz imagens
de alta resolucéo, o que garante obter grande ampliacdo de detalhes (até 300.000 vezes) sem

perda de nitidez °°,
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Da interacdo do feixe eletrénico com a amostra resulta a emissdo de diversos tipos de
radiacdo e eletrdes, entre os quais os eletrdes secundarios (ES) utilizados na formulacdo da
imagem da amostra (com energias inferiores a 50 eV). Os eletrfes secundarios séo eletrdes da
amostra que sofrem excitagdo e “escapando-se” da superficie, obtém-se imagens da topografia
da superficie. Os eletrbes retrodifundidos (ER) permitem a distingdo, na amostra em analise, de
regides de atomos leves e pesados, proporcionando imagens com diferenga de contraste de
acordo com o elemento que estd a ser analisado, por exemplo, elementos pesados como o
ferro aparecem mais claros e elementos leves como o carbono aparecem mais escuros =01,

As amostras para poderem ser caracterizadas por microscopia eletrénica tém de satisfazer
as seguintes condicdes:

v'  Apresentar boa condutividade elétrica superficial, a ndo existéncia de condutividade
superficial leva a necessidade de metalizagdo, através da aplicacdo de um
revestimento ultrafino de um metal, de ouro ou carbono. Para tal, o metal é aquecido
sob vacuo e ao vaporizar-se, deposita-se;

¥'  Suportar o vacuo, a técnica SEM utiliza um feixe de eletrées (em vez da luz — utilizada
na microscoépia o6tica), o que torna necessario a utilizagédo de vacuo;

v' Estabilidade fisica e quimica, nas condi¢cdes de observagdo / interagdo com o feixe

eletromagnético.

O microscopio eletrénico de varrimento é constituido por: fonte de eletrdes, sistema de
lentes, bobinas de varrimento, coletor de eletrées e por um tubo de raios catddico (figura 2.15).

Fonte de eletides

Anodo

Colunaem
alto vacuo

Condensadoras

Bobinas de
varrimento

Objetiva
Camara em

alto ou baixo
vacuo

Amostra

Figura 2.15: Representacdo esquematica de um
equipamento de SEM. Adaptado de Jacob 18],

Bombas de
vacuo

A utilizacdo do SEM é um importante e versatil método de caracterizacao da morfologia de
materiais e amostras biol6gicas. A preparacdo de amostras biolégicas para serem observadas
em SEM compreende trés etapas principais: a fixacao, desidratacdo e a metalizacéo. A fixacéo
serve para preservar a sua estrutura e € feita por incubagdo da amostra numa solucao fixadora,
como gluteraldeido ou formaldeido. De seguida, € necessario desidratar substituindo a agua
por um solvente organico, como o etanol ou acetona. Por fim procede-se a depositagdo de uma
camada ultrafina de um material eletricamente condutor (por exemplo, ouro, platina, cromio),
por evaporacgéo de alto vacuo ou por sputtering de baixo vacuo (pulverizacdo catédica através

do bombardeamento de 4tomos ou ibes ocorrendo a erosao do material).
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Capitulo 3

3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo descritos todos os procedimentos experimentais e materiais usados
durante o trabalho.

3.1. Construcao do sensor de papel

Para a construcdo do sensor de papel foi utilizada a tecnologia Lab-on-Paper que

compreende as seguintes etapas:

i. Desenho do prototipo

O design do sensor de papel e dos padrbes de cera foram feitos com recurso a um software
de desenho vetorial — Adobe lllustrator. Os pocos foram desenhados com largura de linha de
0,5 mm e encontram-se distanciados uns dos outros por 1 mm.

A figura 3.1A ilustra o design do primeiro sensor de papel utilizado neste ensaio, com pogos
de dimensdes 7 x 7 mm, de forma a assemelhar-se a microplacas convencionais de 96 pogos,
sendo a parte preta a cera hidrofébica e a parte branca o papel.

O design do sensor de papel foi posteriormente alterado, tendo-se diminuido o nimero de
pocos para 24 mas manteve-se as mesmas dimensdes. Esta alteracdo serviu para reforcar a
barreira hidrofébica e garantir que o liquido ndo sai do espaco confinado a realizacdo do ensaio

de ELISA, evitando assim as contaminag®es (figura 3.1B).
(A) (B)
00000000

Figura 3.1: Prototipo do sensor de papel. (A) Primeiro design; (B) Design alterado.

ii. Preparacédo dos substratos de papel

Os dois substratos de papel usados foram: papel de filtro Whatman n® 1 e papel de
fotocopia. O papel Whatman n°1, Whatman Celullose Chromatography Paper Grade 1
(Whatman Internacional Ltd., Florham Park, NJ, USA), adquirido na forma de folhas de
tamanho 570 x 460 mm, foi cortado em folhas de tamanho standard A5 (210 x 148 mm).

O papel de fotocopia branco (300% Iberpapel) foi adquirido em formato A4 (297 x 210 mm).
Este formato é adequado para o tabuleiro da impressora e como tal, ndo sofreu qualquer

preparacao prévia.
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Todos os substratos mencionados foram conservados em ambiente seco e nao foram
submetidos a nenhum tratamento adicional antes de serem utilizados.

iii. Impresséo da cera
Neste trabalho foi usada uma impressora Xerox ColorQube 8570 (Xerox Corporation,
Norwalk, CT, USA) (figura 3.2A) para depositar camadas de material hidrofébico sobre o
substrato. Neste equipamento o reservatoério de tinta € um bloco de cera sélida Xerox (figura
3.2B) que funde a baixas temperaturas. Usando esta impressora, foi possivel criar padrées
complexos, bem como reproduzi-los e altera-los com facilidade. As definicdes da impressora
foram ajustadas de modo a ser depositada a maxima quantidade de cera possivel sem diminuir
0 tamanho dos pocos quando difundida a cera. No caso do papel de fotocépia foi impresso no
modo Photo e do papel Whatman no modo Enhancer.
(A) e (B)
\\\\ =ﬁ. Y
/' i
¥, Ll A:

Figura 3.2: Material utilizado para a impressdo da cera. (A) impressora de cera solida Xerox
ColorQube 8570; (B) tinteiros de cera soélida Xerox.

iv. Difusdo da cera
Para difundir a cera e criar as barreiras hidrofobicas foi usada uma placa de aguecimento,
uma vez gque proporciona uma superficie lisa e uma temperatura constante de 140 °C durante 2
minutos, permitindo um aquecimento uniforme dos dispositivos de forma a difundir a cera por

toda a espessura do papel (figura 3.3).
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Figura 3.3: Processo de difuséo da cera com uma placa de
aguecimento Robox, equipamento existente no CENIMAT/I3N.

No caso do papel de fotocépia, embora este apresente ja& uma superficie hidrofébica
continua a ser necessaria a definicdo das barreiras hidrofobicas de forma a ser possivel o

confinamento de liquidos a uma determinada area.

No final desta etapa o sensor de papel esta pronto para ser utilizado para a realizagdo do
ensaio de ELISA.

24



Capitulo 3 — Materiais e Métodos

3.2. Solucéo de antigénio

A solucéo de Ag utilizada foi a cultura de uma estirpe de L. pneumophila sg 1 isolada no
contexto de um surto de comunidade ocorrido no norte de Portugal em novembro de 2009 e
pertencente colecao da unidade curricular de infecdo da NMS/FCM.

Para a preparagdo da solucdo de antigénio incubou-se a estirpe durante 48h a 37°C em
meio solido de BCYE — a (preparagao do meio encontra-se em anexo A). De seguida realizou-
se uma suspensdo de L. pneumophila sgl em tampao PBS e mediu-se a absorvancia da
suspensao no espectrofotdmetro de UV/Visivel (Shimadzu, UV-1700 Pharmaspec) (figura 3.4)
a um comprimento de onda (A) de 550 nm. A absorvancia foi ajustada até atingir o valor de
1,2+0,1.

Figura 3.4: Espectrofotometro de UV/Visivel utilizado,
equipamento existente na Nova Medical School, FCM-UNL.

3.2.1. Técnica Drop-plate

Através da técnica drop-plate quantificou-se a suspenséo de L. pneumophila sgl.

A técnica de drop-plate foi desenvolvida por Miles e seus colaboradores em 1938 e consiste
no plaqueamento de 30 pL em triplicado de diluicdes seriada de 1/10 de uma suspensdo
bacteriana (figura 3.5). A quantificacdo efetua-se na diluicdo onde a contagem das unidades
formadoras de colénias (UFC) esta entre 3 a 30 UFC.

100ul 100yl 100ul  100ul

1000yl 900ul \/900ul \/900ul \/900ul
Suspensao incial 10 102 103 10+

3x30ul (3 x30ul [3x30ul |3x30ul

Figura 3.5: Esquema ilustrativo da técnica drop-plate.
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3.3. Ensaio de ELISA

Em todos os ensaios de ELISA foi efetuado um branco, em que a amostra apenas

contém tampao PBS, isto €, sem adigdo da bactéria L. pneumophila.

Antes do ensaio foi necessario a preparacao das seguintes solucdes:
- Solucédo salina tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS 10x):
20 g Cloreto de Sodio (NaCl) — Merck, = 99,5%;
3,6 g Fosfato Hidrogeno di-Sédio anidro (Na,HPO,) — Applichem-Biochemica, = 99%;
0,6 g Fosfato di-Hidrogeno de Potassio (KH,PO,) — Merck, = 99,5%;
0,5 g Cloreto de Potassio (KCI) — Merck;
250 mL de agua Mili-Q (acertar pH).

- Solugéo de revestimento (solucédo salinatamponada com fosfato pH 7,4) (PBS 1x)
50 mL PBS 10x em 450 mL de 4gua Mili-Q.

- Solugédo salina tamponada com fosfato + 0,05% TWEEN 20 (PBST)
25 pL de TWEEN 20 em 50 mL PBS.

- Tampéao de bloqueio (5% Molico)

0,5 g de leite em p6 desnatado em 10 mL de PBS.

- Solucéo de substrato ABTS pH 4,3
35 mg ABTS — Biochemica;
100 mL Tampéo Citrato/Fosfato (acertar pH)

1 uL 30% H,0, (Merck) para cada 1 mL da solucdo de substrato (preparado na altura).

- Tampao Citrato/Fosfato

1,02 g Acido Citrico Monohidratado (C¢HgO-.H,0) — Sigma-Aldrich;

1,46 g Fosfato Hidrogeno di-Sédio anidro (Na,HPO,) — Applichem-Biochemica, = 99%;
100 mL agua Mili-Q.

- Tampao carbonato 0,06M pH 9,6

0,75 g Carbonato di-Sédio (Na,CO3) — Merck;

1,465 g Hidrogeno carbonato de sédio (NaHCO3) — Applichem-Biochemica, = 99,5%;
500 mL agua Mili-Q (acertar pH).

O anticorpo utilizado nos ensaios de ELISA é um anticorpo policonal de coelho especifico

contra L. pneumoplhila (USBiological, L1663-08A). Pertence a classe imunoglobulina G (IgG) e
esta conjugado com uma peroxidase, HRP. Este anticorpo € um anticorpo de detecao testado

para ensaios ELISA, sendo recomendada a utilizacdo de uma concentracao entre 0,25 e 2

png/mL
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3.3.1. Ensaio de ELISA em microplaca poliestireno

A placa utilizada para os ensaios € uma microplaca transparente de poliestireno com 96
pocos individuais (marca Sardtedt).

Revestiu-se o po¢co com 100 pL da suspensdo de L. pneumophila (Ag), colocou-se a
microplaca dentro de um saco isotérmico com papel molhado para criar um ambiente hiimido e
incubou-se a 4°C overnight (18 horas). De seguida lavou-se 3 vezes com 200 pL da solucéo de
lavagem. Posteriormente, adicionou-se 100 pL do tampéo de bloqueio (5% Ileite em po
desnatado em PBS) e incubou-se a temperatura ambiente durante 1 hora em ambiente
hamido. Apos este tempo, efetuou-se novamente o processo de lavagem e adicionou-se 100
pL da solucdo de anticorpo (1-2 pg/mL em tampédo PBS). A microplaca foi incubada novamente
a 37°C durante 1 hora em ambiente himido e lavada 4 vezes com 200 uL da solucdo de
lavagem. Adicionou-se 100 pL da solugéo de substrato ABTS e incubou-se durante 20 minutos
a temperatura ambiente para o desenvolvimento da cor verde, isto é a degradacdo do substrato
pela enzima.

O procedimento do ensaio de ELISA em microplaca encontra-se esquematizado na figura
3.6.

+ AMAA —* — +°.0 — —»
noubiagas lvtmﬂﬂ Incubsagio Lavagem

feerrighe 4°C) [E41]

= — L] * 27 = |l
+
LMAJ WA mabace M“ﬁf’.““ -

Legenda
Fase sélida A Antigeno de Legionelio pneumophilo 5g 1
l I Pogo de uma placa de 96 pogos Ligado 3 fase s6hida - pogo da placa
’( Anticorpo+ Enzima (HRP) Substrato (S)
196 Anti-Legionella preumophilo Cromégeno + H,0,
(ABTS) e
® 00 Tampio bloqueador

Leite em pd desnatado S% em PBS

Figura 3.6: Esquema ilustrativo do procedimento do ensaio de ELISA em microplaca.

A leitura foi efetuada num espectrofotémetro préprio para microplaca de ELISA (figura 3.7)
aum A de 415 nm, contra o A de referéncia de 655 nm.
O calculo dos resultados foi efetuado através da média do valor da absorvancia dos

duplicados depois de descontado a média dos duplicados do branco.

Figura 3.7: Leitor de microplacas Bio-Rad iMark™™ utilizado,
equipamento existente no CEDOC.

27



Capitulo 3 — Materiais e Métodos

3.3.2. Ensaio de ELISA em papel (papel fotocopia e papel de filtro)

Para a realizacdo deste ensaio foi necessario colocar o sensor de papel em cima de uma
caixa de pontas de micropipetas vazia e prendé-lo com um elastico de maneira a ficar

suspenso e assim facilitar o seu manuseamento (figura 3.8).

Figura 3.8: Sensor de papel pronto para ser utilizado no ensaio.

Numa primeira fase executou-se o procedimento descrito em 3.3.1. Como se verificou que a
barreira hidrofébica era quebrada, acabando o liquido por sair do espaco confinado a
realizacdo do ensaio, houve a necessidade de diminuir o volume utilizado e o numero de
lavagens. Assim, para contornar essa situacdo, o ensaio foi realizado apenas com uma
lavagem a seguir a adicdo do tampéo de bloqueio e trés lavagens apds a solucéo de anticorpo.
Quanto ao volume de imunoreagentes e de solucéo de lavagem este foi diminuido para 50 pL.

Para além disso, os ensaios ndo foram realizados em ambiente himido pois, o objetivo do
papel é que consiga absorver o mais possivel.

O procedimento da ELISA em papel encontra-se esquematizado na figura 3.9.

(owemnight £°C) "-'-r" - o Sy
.

Figura 3.9: Esquema ilustrativo do procedimento do ensaio ELISA em papel.

3.3.2.1. Processo de lavagem

O processo de lavagem também foi otimizado, visto que a utilizacdo da micropipeta ndo era
0 mais apropriado uma vez que danificava o papel e ndo era eficiente. Solucionou-se este
problema com a utilizacéo de papel absorvente (Olimpic, 100% celulose) para retirar a solugéo

de lavagem, como representado na figura 3.10.

28



Capitulo 3 — Materiais e Métodos

Figura 3.10: Representacao do processo de lavagem em papel.

Utilizou-se 50 pL de solugcdo de lavagem porque ao contrario da microplaca, estes pogos
ndo contém paredes onde se possa acumular residuos de reagente ndo sendo assim

necessario adicionar o dobro do volume.

3.3.2.2. Registo dos resultados

A leitura dos resultados foi feita visualmente e o registo por fotografia com uma camara
fotografica. Para garantir um ambiente controlado e igual em todos os ensaios efetuou-se
também a aquisicdo de imagem dentro de um Quimidoc — Bio-Rad, Chemidoc™ XRS (figura
3.11).

\g‘ Figura 3.11: Quimidoc utlizado para o registo dos
. resultados em papel, equipamento existente no CEDOC.

w

{
-

3.3.3. Otimizacéo do ensaio de ELISA

O ensaio foi otimizado em microplaca e transposto a seguir para o papel de fotocopia e
papel de filtro, utilizando os procedimentos descritos em 3.3.1 e 3.3.2, respetivamente. As
varidveis submetidas a otimizac¢éo foram as seguintes:

a) Solucao de revestimento;

b) Tempo e temperatura de incubacéo do revestimento;

c) Tempo e temperatura de incubacao da solugéo de anticorpo;
d) Concentracéo da solucdo de anticorpo;

e) Tempo de incubacéo do substrato;

f)  Volume utilizado no ensaio em papel:

g) Modo de impressao do sensor de papel;

h) Concentracdo do tampdao de bloqueio.

O protocolo do ensaio foi otimizado para as estas variaveis tendo em consideracdo a
avaliacdo da sensibilidade analitica. A sensibilidade analitica define-se como o menor valor que

0 ensaio consegue diferenciar do branco.
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3.3.4. Avaliacdo da especificidade

A avaliacdo da especificidade foi realizado em suporte de papel fotocépia e os resultados
duvidosos foram confirmados em microplaca para quantificacdo espectrofotométrica. As
suspensdes bacterianas foram testadas em duplicado e em cada ensaio foi utilizado uma
suspensdo de L. pneumophila, com concentracdo de 10° UFC/mL, como controlo positivo e
PBS como branco

Numa primeira fase a concentragéo testada foi 10° UFC/mL, tendo sido testados os agentes
bacterianos responsaveis por pneumonia no Homem (tabela 3.1).

Tabela 3.1: Bactérias responsaveis por pneumonia no Homem utlizadas na avaliagdo da
especificidade.

Streptococcus pneumoniae Haemophilus influenzae L. micadadei
Streptococcus pyogenes Moraxella catarrhalis L. longbeachae sg2
Staphylococcus aureus Acinetobacter baumannii L.pneumophila sg4
Klebsiella pneumoniae L.pneumophila sg6

Pseudomonas aeruginosa

Burkholderia cepacia

Numa segunda fase, como o objetivo deste trabalho é a utilizacdo de amostras de urina
para pesquisa de Ag de L. pneumophila realizou-se também o ensaio de avaliagdo da

especificidade para agentes bacterianos de infecdo urinaria no Homem (tabela 3.2).

Tabela 3.2: Bactérias responsaveis por infecdo urindria no Homem utilizadas na avaliacdo da
especificidade.

Enterococcus Proteus
Streptococcus agalactiae Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus saprophiticus

3.4. Caracterizacdo por microscopia eletrénica de varrimento (SEM)

Para obtencdo das imagens que permitem a caraterizacdo e analise morfolégica dos
materiais utilizados na realizacdo deste trabalho foi utilizado o equipamento Carl Zeiss AURIGA
Crossheam SEM-FIB, representado na figura 3.13, utilizando o modo de eletrbes secundarios,
com uma tensdo de aceleragdo de 2,00 kV, abertura de diafragma de 30,00 um e uma

distancia de trabalho entre a amostra e a coluna de SEM de cerca de 5 mm.
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Figura 3.12: Equipamento utilizado na Microscopia eletronica
de varrimento existente no CENIMAT/I3N.

3.4.1. Protocolo para a preparacdo de amostras bioldgicas

No decorrer deste trabalho, foram preparadas e observadas por microscopia eletrénica de

varrimento culturas de L. pneumophila sg 1 crescidas em meio sélido BCYE.

Previamente, foi necessario a preparacéo das seguintes solucgdes:
- Tampé&o cacodilato 0,2 M pH 7,4

2,1403 g Cacodilato de Sédio trihidratado (C,HsAgNaO,.3H,0);

50 mL H,O (acertar pH).

- Tampao cacodilato 0,1 M pH 7,4
4,28 g Cacodilato de Sadio trihidratado (C,HsAgNaO,.3H,0);
200 mL H,0 (acertar pH).

- Solucdo fixadora (glutaraldeido 3%)
12 mL 25% glutaraldeido;

38 mL H20;

50 mL tampé&o cacodilato 0,2 M pH 7,4.

O protocolo para a preparacdo destas amostras € crucial e por isso foi otimizado.

1. Retirar da placa de BCYE metade de uma ansa de 10 pL de bactérias e
resuspender em 1 mL em solugéo fixadora (glutaraldeido 3%);

2. Fixar durante 2 horas a temperatura ambiente sem agitagéo;

3. Centrifugar a 6000 rpm durante 5 minutos, remover o sobrenadante e
resuspender em 1 mL de tampé&o cacodilato 0,1 M pH 7,4;

4. Repetir o ponto 3 mais duas vezes;

5. Nesta fase, a solucéo pode ser guardada no frigorifico para o dia seguinte;

6. Lavar uma vez com etanol absoluto 70%, outra com 95% e trés vezes com
etanol absoluto 100%. Esperar 5 minutos entre cada lavagem e centrifugar a 6000 rpm.
(Nota: na segunda lavagem com etanol absoluto 100% colocar 500 yL e na ultima

lavagem colocar 100 pyL);
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7. Colocar + uma gota na bolacha de silicio monocristalino e adicionar umas gotas
de hexametildissilazano (HDMS) por cima da bolacha (de modo a cobrir toda a
superficie) e deixar secar (trabalhar na hotte).

8. Metalizacdo da amostra com o equipamento especializado (Quorum, Q150T

ES) formando uma camada ultrafina de cromio ou iridio.

Os pontos 2, 3, 6 e 7 foram otimizados: o tempo de fixacdo passou para 30 minutos sob
agitacao de 1600 rpm e todas as centrifugacdes foram reduzidas para 3000 rpm. Apoés a Ultima
lavagem com etanol 100% (ponto 6) efetuou-se uma lavagem com HDMS e colocou-se = uma

gota da amostra resuspendida em HDMS na bolacha de silicio monocristalino.

3.4.1.1. Preparacédo das amostras biolégicas em papel

Preparacdo do sensor de papel: pipetou-se 50 puL de uma suspenséo de L. pneumophila de

10° UFC/mL em PBS (como descrito em 3.2) sob o sensor de papel e incubou-se a 4° C

overnight (revestimento do papel).

Numa primeira fase o protocolo utilizado para visualizar as bactérias no sensor de papel foi
realizado de acordo com o protocolo descrito em 3.4.1. a diferenca esteve na utilizacdo de
placas de Petri pequena para mergulhar o sensor de papel nas varias solugdes em vez de
utilizar os eppendorfs.

O protocolo teve que ser otimizado e em vez de mergulhar o sensor de papel nas solucdes,
colocou-se sobre ele 50 pL. Para além disso foi realizada outras pequenas alteragdes:

- As lavagens com tampao cacodilato 0,1M pH 7,4 foram realizadas do mesmo modo que o
processo de lavagem no ensaio de ELISA (como descrito em 3.3.2.1).

- N&o foi realizado o ponto 7, o sensor foi apenas colocado num exsicador sob vacuo

durante a noite.
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Capitulo 4

4. APRESENTAGAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo sédo apresentados os resultados obtidos assim como as consideragdes das
experiéncias efetuadas ao longo do trabalho. Em primeiro lugar sdo apresentados os dados
obtidos da técnica Drop-plate e de seguida do ensaio em ELISA tanto em microplaca como em
papel e as otimizacdes realizadas. Por fim é apresentado os resultados da caracterizacéo

morfoldgica da bactéria L. pneumophila em suspenséo e revestida no papel.

4.1. Técnica Drop-plate

A técnica Drop-plate foi utilizada para quantificar a concentracéo da suspensédo de bactérias
cuja absorvancia é 1,2+0,1 a A=550 nm. Na figura 4.1 encontra-se o resultado desta técnica

para a suspenséo de L. pneumophila (figura 4.1i) e Staphylococcus aureus (figura 4.1ii).

0]

(i)

Figura 4.1: Suspensfes de bactérias inoculadas através da técnica Drop-plate e incubada durante
24h a 37°C. (i) Susgenséo de L. pneumophila; (ii) Suspenséo de Staphylococcus aureus.

A — Diluicio 10° E - Diluigiio 10”7
B - Diluig&o 10"‘51 F — Diluig&o 10'88
C - Diluicdo 10'6 G - Dilui¢éo 10'9
D - Dilui¢éo 10° H — Dilui¢éo 10°
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O valor de UFC/mL foi obtido a partir da diluicdo que apresentou 3 a 30 UFC e representa
da contagem das trés gotas, multiplicando pelo fator de diluicdo e convertendo para mL. O
valor da suspensdo de L. pneumophila foi de 1,3 x10° UFC/mL e da suspensdo de

Staphylococcus aureus 0,6x10° UFC/mL.

4.2. Otimizacao do ensaio de ELISA

A otimizacdo do ensaio foi realizada em microplaca para obter resultados quantitativos
(valores de absorvancia) dos diferentes protocolos testados garantindo assim uma comparacao
mais rigorosa.

O objetivo desta etapa é reduzir o tempo do ensaio, diminuir os custos associados com

equipamento e reagente e melhorar a sensibilidade.

4.2.1. Solucéo de revestimento

No ensaio de ELISA em microplaca para sensibilizacdo do suporte foram testados dois
tampdes de revestimento, a solucdo salina tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS) e o tampéo
carbonato 0,6M pH 9,6. A primeira por ser uma solugdo muito utilizada em laboratério e a
segunda por ser uma solucdo alcalina que confere cargas negativas. Estas cargas podem
melhorar a adsor¢cdo do Ag a microplaca através de interacbes eletrostaticas, visto que o
poliestireno utilizado para confecionar as microplacas tem cargas positivas.

Na figura 4.2 apresenta-se 0s resultados obtidos com os dois tampdes de revestimento,
apés a técnica completa de ELISA. Com este ensaio verifica-se que a utilizagdo de uma
solucdo tamponada alcalina ndo melhora a adsor¢édo do Ag dado que a sensibilidade do ensaio
ndo é alterada e apresenta valores de absorvancia inferiores aos obtidos com a solugdo de
PBS pH 7,4. Este resultado pode ser explicado pelo facto de o pH neutro (préximo de 7) ser o
pH étimo da enzima HRP, ou seja, é o valor de pH para o qual a atividade enzimatica € maxima

[40]

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4 —@— PBS

82 —@— Carbonato

0,1

Absorvancia

1E+06 1E+07 1E+08 1E+09
1 Concentracdo Ag (UFC/mL)

Figura 4.2: Leitura de absorvancia a 415 nm de dois ensaios utilizando tamp®8es de revestimento
diferentes com concentracdo crescente de Ag. A seta vermelha indica a sensibilidade do ensaio.

A incubacédo da solucdo de Ag foi realizada numa face inicial durante a noite (18 horas) e a

4°C para garantir a integridade das bactérias.
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Para diminuir o tempo desta etapa e evitar a utilizacdo de equipamentos (frigorifico),
reduziu-se o tempo de incubagdo para 2 hora a temperatura ambiente (T.A.). Na figura 4.3

apresenta-se o0s resultados obtidos com os dois protocolos de revestimento.

0,700
0,600
0,500

0,400
18h 4°C

2h T.A.

0,300

Absorvancia

0,200
0,100

0,000
1E+04 1E+05 1E+06 1E+07 1E+08 1E+09

1 Concentracdo Ag (UFC/mL)

Figura 4.3: Leitura de absorvancia a 415 nm de dois ensaios utilizando dois protocolos de
revestimento diferentes com concentracdes crescentes de Ag. A seta vermelha indica a sensibilidade do
ensaio.

Através da figura 4.3 podemos verificar que a incubacdo durante 2 horas a temperatura
ambiente mantém a sensibilidade do ensaio (106 UFC/mL) mas aumenta o valor de
absorvancia. Verifica-se que é possivel diminuir o tempo do ensaio e excluir a utilizacdo do
frigorifico poupando assim, energia. Este protocolo é mais econémico, simples e amigo do

ambiente.

4.2.2. Solucéo de anticorpo

A reacdo com o anticorpo foi realizada utilizando diferentes tempos de incubagéo (15 min,

30 min e 1h) e diferentes temperaturas (37°C e T.A.). Os resultados obtidos apresentam-se na

figura 4.4.
0,700
0,600
g 0,500 —e—37°C 15 min
(&)
& 0.400 —e—T.A. 15 min
>
S —e—T.A. 30 min
2 0,300 ) _
< —8—37°C 30 min
0,200
T.A. 1h
0,100
—8—37°C 1h
0,000
1E+04 1E+05 1E+06 1E+07 1E+08 1E+09

1 Concentragédo Ag (UFC/ml)

Figura 4.4: Leitura de absorvancia a 415 nm para os diferentes tempos e temperaturas de incubacgdo
da solucédo de anticorpo com concentracao crescentes de Ag.
A seta vermelha indica a sensibilidade do ensaio.
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Através da andlise da figura 4.4 podemos constatar que se obteve maior sensibilidade e
valor de absorvancia no valor de concentracio minima que o ensaio consegue detectar (10°
UFC/mL) nas incuba¢c®es com 1 hora a 37°C ou a T.A.

Visto que o objetivo deste teste é ser simples e livre de equipamentos para que possa ser
usado em situacBes de point-of-care em regides desfavorecidas, o protocolo mais adequado a

estas condic¢des € a incubagdo a T.A.

Para além disso, foram testadas varias concentracdes da solucao de anticorpo. Utilizou-se
concentracdes dentro do intervalo recomendado para os ensaios de ELISA, ou seja, entre 0,25
e 2 ug/mL.

O objetivo deste passo € determinar a concentracdo minima de anticorpo que mantém a
sensibilidade do ensaio.

Numa primeira fase testou-se diferentes concentracdes de anticorpo utilizando a
concentracéo de Ag mais elevada (10° UFC/ml).

Dado que nas indicagfes do produto a concentracdo inicial do anticorpo estd compreendida
entre 1 a 2 mg/mL, na tabela 4.1 apresenta-se as concentracfes testadas também em

intervalo.

Tabela 4.1: Leitura de absorvancia a 415 nm das diferentes concentra¢gfes de anticorpo testadas com
Ag a 10° UFC/ml. A negrito encontra-se apresentada a concentracdo de anticorpo inicialmente utilizada.

0125_015 0,61
0,5-1 1,02
1-2 1,40

Analisando estes valores verifica-se que, em relagdo a concentragdo inicialmente utilizada
(1 a 2 pg/mL) a concentragédo de 0,25-0,5 pg/mL apresenta uma diminuicdo acentuada, para
mais de metade, indiciando uma perda de sensibilidade do ensaio, pelo que foi excluida.

Para a concentracdo de anticorpo 0,5 a 1 pg/mL testou-se a sensibilidade utilizando
diferentes concentragcbes de Ag e comparou-se com a concentracdo de 1 a 2 pg/mL (figura
4.5).
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Absorvancia
o
(o)

0,6 —e—0,5-1 ug/ml
0,4 —0—1-2- ug/ml
0,2

0

1E+05 1E+06 1E+07 1E+08 1E+09

Concentracédo Ag (UFC/mL)

Figura 4.5: Leitura de absorvancia a 415 nm de duas concentra¢g8es de anticorpo com concentragfes
crescentes de Ag. A seta vermelha indica a sensibilidade do ensaio.

Através da figura 4.5 é possivel constatar que o valor da sensibilidade e da absorvancia se
mantém. Por isso, esta diminui¢cdo da concentracdo da solugdo de anticorpo nao interfere nos

resultados e permite reduzir os custos do ensaio.

4.2.3. Solucéo de substrato

O tempo de incubacéo com o substrato tem que ser o suficiente para garantir que ndo haja
falsos negativos por reacdo incompleta, isto €, ndo ser suficiente para o desenvolvimento da
cor. Assim, para a leitura da absorvancia foram testados véarios tempos de incubacao (figuras
4.6,4.7 e 4.8).

nz7
0,7
A___’A__
0,6
0,5
©
‘© 8 min
S 04
S —e—15 min
o
§ 03 20 min
0,2 —8— 30 min
—@— 40 min
0,1
0

1E+04 1E+05 1E+06 1E+07 1E+08 1E+09
1 Concentracédo Ag (UFC/mL)

Figura 4.6: Leitura de absorvancia a 415 nm para diferentes tempos de incubagdo da solucdo de
substrato com concentragfes crescentes de Ag. A seta vermelha indica a sensibilidade do ensaio.

Na figura 4.6 verifica-se que absorvancia para a concentracdo de 10° UFC/mL apresenta
valores mais elevados quanto maior for o tempo de incubagdo com o substrato, 0 mesmo néo

acontece para concentra(;ﬁes superiores a esse valor.
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Para esclarecer essa situacdo realizou-se um ensaio em que se testou tempos de
incubag&@o com o substrato, mais baixos (15 e 30 minutos) e mais altos (1h e 1h30) (figura 4.7).
0,700
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0,500

1a
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—e— 15 min

——30 min
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0,100 —e—1h30
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1E+04 1E+05 1E+06 1E+07 1E+08 1E+09

f Concentragdo Ag (UFC/mL)

0,300
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o
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Figura 4.7: Leitura de absorvancia a 415 nm para diferentes tempos de incubacéo da solugdo de
substrato com concentragfes crescentes de Ag. A seta vermelha indica a sensibilidade do ensaio.

Com os resultados obtidos na figura 4.7 podemos verificar que o tempo de incubacéo de 30

minutos € o que apresenta melhores resultados. A sensibilidade mantém-se e o valor da

absorvancia € igual ao dos tempos mais altos de incubacao (1h e 1h30).

Para confirmar estes resultados realizou-se um ensaio em que a leitura das absorvancias
foi efetuada de 5 em 5 minutos, no intervalo entre os 10 e os 30 minutos de incubagéo, e com 2

horas (figura 4.8).

1,6
1,4
1,2 //*
© . -
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«T
g 0.8 —e—15 min
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o 20 min
< 0,6
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0,4
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Q
1E+04 1E+05 1E+06 1E+07 1E+08 1E+09

Concentracdo Ag (UFC/mL)

Figura 4.8: Leitura de absorvancia a 415 nm para diferentes tempos de incubacéo da solucéo de
substrato com concentragfes crescentes de Ag. A seta vermelha indica a sensibilidade do ensaio.

z

Os resultados obtidos mostram que a leitura as 2 horas é a que apresenta valores de
absorvancia mais elevados nas concentracdes de 10° e 10’ UFC/mL, no entanto, nas
concentracdes superiores tem valores mais baixos.

Analisando os valores de absorvancia em funcdo das concentracdes de Ag verifica-se que a
leitura aos 30 minutos é a que apresenta melhor performance pois, a concentracdes elevadas

obtém-se valores de absorvancia maiores. Por outro lado, nas concentragcdes mais baixas a
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variacéo do valor da absorvancia que se verifica entre o tempo de incubacéo de 30 minutos e 0

de 2 horas néo é significativa.

Com os diferentes ensaios realizados pode-se afirmar que o tempo de incubacdo mais

adequado para a solucao de substrato € de 30 minutos.

4.2.4. Protocolo otimizado em microplaca

Tendo em conta as variacdes testadas o protocolo foi otimizado para as condicdes presentes
na tabela 4.2.

Tabela 4.2: Condi¢des otimizadas das variaveis testadas.

Revestimento PBS (1x) 2 horas / T.A.
Anticorpo IgG anti-L.pneumophila 0,5-1 pg/mL 1 hora/T.A.
Substrato ABTS - 30 minutos / T.A.

No total, o protocolo otimizado tem a duragéo de 4 horas e 30 minutos e todas as etapas sdo

realizadas a T.A. dispensando assim a utilizacdo de equipamentos de incubacao.

4.3. Ensaio de ELISA em papel

O ensaio de ELISA em papel foi realizado com o protocolo otimizado em microplaca

(descrito em 4.2.5) e posteriormente efetuado pequenas alteracdes.

O registo dos resultados no sensor de papel é efetuado por fotografia e a andlise por
comparacao com o branco, uma vez que se pretende desenvolver um sensor que permita uma

andlise rapida e simples.

4.3.1. Volume de imunoreagentes

Na primeira fase do ensaio foi usado os mesmos volumes utilizados na ELISA convencional
mas como se pode ver pela figura 4.9, a barreira hidrofébica é quebrada e o liquido acaba por

sair do espaco confinado a realiza¢do do ensaio.

Figura 4.9: Ensaios de ELISA realizados em
papel de filtro utilizando os volumes do ensaio de
ELISA em microplaca.
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Para contornar este problema testou-se outros volumes, reduziu-se para metade (50 uL) e
para um quarto (25 pL). Os resultados desta alteracdo sdo apresentados na figura 4.10A

(papel de filtro) e na figura 4.10B (papel de fotocopia).

(B)

»

Concentracdo de Ag (UFC/mL)

Volume de imunoreagentes (uL)

Figura 4.10: Ensaios de ELISA realizados (A) no papel de filtro; (B) no papel de fotocopia.

Verifica-se que a utilizagdo de um volume de 25 pL diminui a sensibilidade, pelo que o
volume mais adequado para o ensaio € 50 pL. Também se pode constatar que a utilizagédo
deste volume (50 uL), principalmente no papel de fotocépia (figura 4.10B), garante um melhor
revestimento da superficie total do poco. Esta diminuicdo ndo é possivel de ser realizada em

placa de poliestireno pois, este volume ndo cobre a totalidade da superficie do poco,

Outro problema detetado foi que a utilizacdo das micropipetas para retirar o liquido das
diferentes solugfes usadas durante o ensaio nédo revela ser o método mais adequado, dado
que as pontas danificam o papel (figura 4.11). Por isso, otimizou-se o protocolo de lavagem
para o descrito em 3.3.2.1 que se baseia na utilizacdo de papel absorvente para retirar as
solugdes.

Figura 4.11: Sensor de papel de fotocopia
danificado pela utilizagcdo da micropipeta para
retirar o liquido das diferentes solugdes.

As setas a vermelho assinalam as zonas de
rutura do papel.

4.3.2. Modo de impresséo do sensor

O modo de impressao da cera no papel foi otimizado de maneira a que fosse depositado o

maximo de cera possivel sem interferir com o tamanho dos pogos. No caso papel de filtro o
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modo de impresséo ndo pbde ser o mais elevado (Photo) pois quando a cera era difundida o

tamanho dos pocgos diminuia, como podemos verificar pela figura 4.12.

; !

(B)

Figura 4.12: Sensor de papel apés a difusdo da cera.
(A) Impresséo do design em modo Enhancer;
(B) Impresséo do design em modo Photo.

Este resultado deve-se ao facto de o papel de filtro absorver mais a cera pois, € menos

hidrofobico que o papel de fotocopia.

4.3.3. Tampéo de bloqueio

De maneira a melhorar o branco no sensor de papel para que este seja totalmente incolor
foi otimizado o processo de lavagem (descrito em 3.3.2.1) e testado concentra¢es de tampao
de bloqueio mais elevadas.

Concentracdo de Ag (UFC/mL)

B

B a0

%

5% 10% 20% 30%

Concentracdo de tampéao de bloqueio (%)

Figura 4.13: Ensaios de ELISA no papel de fotocdpia utilizando as concentragdes de bloqueio de 5,
10, 20 e 30% de Molico.

Na figura 4.13 na linha A, B, C e D encontram-se respetivamente as concentracdes de Ag

de 10°, 108, 107, 10° e 10° (UFC/mL) sendo que na fila 1 corresponde ao ensaio realizado com

a tampao de bloqueio de 5% de Molico, na fila 3 de 10%, na fila 4 de 20% e por fim na fila 6 de
30% de Molico.
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Verifica-se que a medida que se aumenta a concentracdo de tampao de bloqueio diminui-se
a sensibilidade. Os brancos permanecem praticamente com a mesma colora¢cdo em todas as
concentracdes, o0 que revela que o processo de lavagem foi otimizado. Sendo assim, optou-se

pelo tampé&o de bloqueio que revela maior sensibilidade (solugdo com 5% de Molico).

4.3.4. Protocolo otimizado em papel (papel fotocopia e papel de filtro)

Tendo em conta as variacdes testadas o protocolo foi otimizado para as condi¢des presentes
na tabela 4.3.

Tabela 4.3: Condigdes otimizadas das variaveis testadas.

Tempo / temperatura

Reagente Concentracéo :
de incubacéo
Revestimento PBS (1x) 2 horas / T.A.
Blogueio Molico 5% 1 hora/T.A.
Anticorpo IgG anti-L.pneumophila 0,5-1 pg/mL 1 hora/T.A.
Substrato ABTS - 30 minutos / T.A.

No total, o protocolo otimizado tem a duragéo de 4 horas e 30 minutos e todas as etapas séo
realizadas a T.A. dispensando assim a utilizagdo de equipamentos de incubagao.

4.4. Estudo dasensibilidade analitica

O estudo da sensibilidade analitica foi executado com as otimiza¢des ao protocolo descrito
em 4.3.4

Como referido em 4.2 a sensibilidade do ensaio em microplaca é de 10° UFC/mL. Na figura
4.14 sdo apresentados os resultados obtidos para o papel fotocopia (figura 4.14i) papel de
filtro (figura 4.14ii).

(i) B
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Figura 4.14: Estudo da sensibilidade (i) em suporte de papel de filtro; (ii) em papel de fotocopia.

Nas filas 1, 2, 3, 4 e 5 encontram-se, respetivamente, as concentracdes de Ag 10°, 10°, 107,
10° e 10° (UFC/mL) e nos pocos 4C e 5C os brancos. Verifica-se que a sensibilidade do ensaio
em papel de filtro é igual & da microplaca, 10° UFC/mL, mas para o papel fotocépia o resultado
é duvidoso, pelo que se definiu como limite de detecdo o valor de 10" UFC/mL. Este valor
apresenta uma diminuicdo de um log de 10 em relagdo a microplaca de poliestireno e ao papel
de filtro. Esta diminuicdo pode dever-se ao facto do papel fotocdpia ter uma superficie mais
densa, com menos espacos entre as fibras de celulose, ou seja, menos porosa, levando a uma

menor adesdo do Ag.

4.5. Avaliacdo da especificidade

No ensaio de avaliagdo da especificidade realizado no sensor de papel fotocopia foi
utilizado o protocolo de ELISA otimizado (descrito em 4.3.4). Foi realizado também o controlo
positivo que consiste na realizacdo do ensaio com a bactéria L.pneumophila sg 1. Os
resultados obtidos com as bactérias responsaveis por quadros de pneumonia no Homem estéo
apresentados na tabela 4.4.

Tabela 4.4: Resultado da avaliacdo da especificidade realizada com as bactérias responsaveis por
pneumonia no Homem.

Acinetobacter baumannii Negativo
Burkholderia cepacia Negativo
Haemophilus influenzae Negativo
Klebsiella pneumoniae Negativo
L. longbeachae sg2 Negativo

L. micadadei Negativo
L.pneumophila sg4 Negativo
L.pneumophila sg6 Negativo
Moraxella catarrhalis Negativo
Pseudomonas aeruginosa Negativo
Staphylococcus aureus Positivo
Streptococcus pneumoniae Negativo
Streptococcus pyogenes Positivo

Na tabela 4.5 estdo apresentados os resultados obtidos com as bactérias responsaveis por

infecdo urinaria no Homem.

43



Capitulo 4 — Apresentacéo e discusséao dos resultados

Tabela 4.5: Resultado da avaliagdo da especificidade realizada com as bactérias responséaveis por
infecdo urinaria no Homem.

Bactérias responséaveis por infecdo

inari Resultados
urinaria no Homem

Enterococcus Negativo
Escherichia coli Negativo
Proteus Negativo
Staphylococcus epidermidis Negativo
Staphylococcus saprophiticus Negativo
Negativo

Streptococcus agalactiae

Analisando os resultados verifica-se que se obteve resultados negativos para todos os
agentes testados excepto para o Staphylococcus aureus e o Streptococcus pyogenes.

Como se pode constatar na tabela 4.4 e 4.5 os resultados para L. pneumophila sg 4 e 6 séo
negativos. Apesar do anticorpo utilizado ser policlonal, verifica-se que ndo deteta outros
serogrupos para além do sgl. Esta podera ser uma possivel explicacdo para, também, os
testes comerciais utilizados no diagnoéstico da DL s6 detectarem o sgl.

Na figura 4.15 mostra-se um exemplo da avaliacdo da especificidade realizado no sensor
de papel fotocépia, em que na fila 6C e 6D esté o controlo positivo e na fila 1 estdo as bactérias

que deram reacdo positiva (1A e 1B - Staphylococcus aureus e 1C e 1D - Streptococcus
pyogenes).

Figura 4.15: Exemplo de uma avalia¢do da especificidade realizado com o sensor de papel fotocdpia.

Dado que se verificam reacdes cruzadas com dois dos agentes testados avaliou-se a
sensibilidade destas reagBes em microplaca. Os resultados obtidos sdo apresentados na
figura 4.16.
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Figura 4.16: Leitura de absorvancia a 415 nm de trés ensaios utilizando o revestimento com

diferentes suspensfes bacterianas e com concentracfes crescentes de Ag. A seta vermelha indica a
sensibilidade do ensaio.

Podemos verificar que apesar das bactérias Staphylococcus aureus e Streptococcus
pyogenes terem um resultado positivo no ensaio, apresentam menor sensibilidade (10’
UFC/mL) que a L. pneumophila (10° UFC/mL) e menor valor de absorvancia.

O facto de estas bactérias reagirem positivamente neste ensaio revela que tem afinidade
para o anticorpo utilizado. Este facto ja foi referido na literatura, e esta associado com a
presenca da proteina A, no caso da bactéria Staphylococcus aureus e proteina do tipo M, no
caso da bactéria Streptococcus pyogenes BU. Estas proteinas encontram-se na parede celular

das bactérias respetivas e tem a funcéo de se ligar aos anticorpos, impedindo-os de atuar.

4.6. Caracterizacdo por microscopia eletrénica de varrimento (SEM)
Utilizou-se a microscopia eletrénica de varrimento (SEM) para visualizar a morfologia da
bactéria L. pneumophila em suspensao e a sua adesao ao papel.
4.6.1. Suspenséo de L. pneumophila

Para obtencéo das imagens que permitem a analise morfolégica da bactéria foi necessario
otimizar o protocolo de preparacdo das amostras, a figura 4.17 mostra as imagens referentes

ao primeiro protocolo utilizado.

Figura 4.17: Bactéria L. pneumophila observada no SEM, com ampliagdo 10.000x (esquerda) e
ampliacdo 50.000x (direita).
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Com este protocolo verifica-se a presenca de uma pelicula de residuos e as bactérias
encontram-se aglomeradas e pouco nitidas. Por isso, o protocolo foi otimizado (fixagdo com
solugéo de gluteraldeido sobre agitacéo e resuspensdo em HDMS) tendo-se obtido as imagens
apresentadas na figura 4.18

i

Figura 4.18 Bactéria L. pneumophila observada no SEM utilizando
o protocolo otimizado. (A) suspensédo, com ampliacdo 5.000x.
(B) dimensdes da bactéria, com ampliagdo 20.000x.

1532 pm

Verifica-se que com o protocolo otimizado se consegue obter imagens mais nitidas, sem
vestigios de residuos. As bactérias apresentam uma estrutura em forma de bacilos com
aproximadamente 421 nm de largura e 2 um de comprimento (figura 4.18B).

4.6.2. Sensor de papel revestido com L. pneumophila

O protocolo utilizado para visualizar o sensor de papel revestido com L. pneumophila foi o

descrito 3.4.1.1, tendo o sensor sido mergulhado nas solu¢gdes. Na figura 4.19 apresenta-se 0s

resultados obtidos com este protocolo.

— k.l Tl o L e | L i
Figura 4.19: Sensor de papel revestido com L. pneumophila observado no SEM (A) papel de filtro,
com ampliacdo de 5.000x (B) papel de fotocopia, com ampliagédo 10.000x.

Como se pode constatar ndo é facil distinguir as bactérias das fibras do papel e a sua
morfologia n&o foi conservada, verificando-se o colapso da estrutura bacteriana. Desta forma,
foi necessario otimizar o protocolo, o resultado desta otimizacdo encontra-se na figura 4.20
(papel de filtro) e 4.21 (papel de fotocopia).

46



Capitulo 4 — Apresentacéo e discusséao dos resultados

Figura 4.20: Sensor de papel de filtro revestido com L. pneumophila, observagdo no SEM com
ampliagcdo 5.000x (direita e meio) e ampliagdo 10.000x (esquerda).

Figura 4.21: Sensor de papel de fotocépia
revestido com L. pneumophila, observagédo no
SEM, com ampliagéo 10.000x.

A otimizac@o do protocolo possibilitou uma adequada visualizagado das bactérias no papel
de filtro, verificando-se a presenca de um elevado nimero de bactérias neste sensor. Isto
poder ser a explicacdo para o facto de se ter obtido valores de sensibilidade iguais entre o
sensor de papel de filtro e a microplaca de poliestireno.

O mesmo ndo se verificar no papel de fotocopia em que a alteracdo do protocolo néo
melhorou a resolucdo da imagem, continuando as bactérias colapsadas.

Da andlise comparativa das figuras 4.20 e 4.21 verifica-se que no papel fotocopia hd menor
concentracdo de bactérias, podendo esta ser a explicacdo para no estudo da sensibilidade se
ter obtido uma sensibilidade inferior ao do papel de filtro.

O facto da superficie do papel fotocdpia ser menos porosa que a do papel de filtro, como
podemos ver pela figura 4.21, pode influenciar na adeséo das bactérias ao papel e por isso

estas serem menos aderidas.

4.7. Anédlise de custos do suporte de papel desenvolvido

Por ultimo, foi realizado a analise de custos do suporte de papel desenvolvido - sensor com
24 pocos e uma dimensdo externa de 85,4 x 127,6 mm, de maneira a realizar uma compara¢ao
com a microplaca de poliestireno. Nesta analise ndo foram tidos em consideracédo os gastos de
eletricidade dos aparelhos utilizados para a producdo sensor (impressora de cera e placa
térmica).
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Na tabela 4.6 e 4.7 sdo apresentados 0s custos associados ao fabrico em papel de

fotocopia e de filtro, respetivamente.

Tabela 4.6: Analise de custos do suporte de papel de fotocopia.

Papel 300 % Iberpapel 85,4 x 127,6 0,13 1,4x10°
Cera 85,4 x 127,6 0,28 3,1x10°
Total 45x 10°

Tabela 4.7: Andlise de custos do suporte de papel de filtro.

Papel Whatman n°1 85,4 x 127,6 5,99€/m? 6,5 x 107
Cera 85,4 x 127,6 0,28 €/m? 3,1x10°
Total 6,6 x 102

O suporte em papel de fotocépia tem um custo aproximadamente de 0,5 céntimos por
sensor, enquanto que o papel de filtro é proximo de 66 céntimos. O suporte de microplaca de
poliestireno com as mesmas dimensdes tem um custo de aproximadamente 79 céntimos.

Verifica-se assim, que os suportes em papel sdo mais econémicos, sendo o sensor fotocopia

substancialmente mais econémico.
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Capitulo 5

5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

No ambito deste trabalho utilizou-se o papel como substituto das microplacas de poliestireno
usadas para 0s ensaios imunoenzimaticos do tipo ELISA para a detecdo colorimétrica da
bactéria L. pneumophila, através da tecnologia Lab-on-Paper. Com esta substituicao
pretendeu-se desenvolver um teste mais amigo do ambiente (papel/biodegradavel versus
microplaca/poluente) e que permitisse uma reducéo dos custos.

Através das otimizagOes efetuadas elaborou-se um protocolo que permitiu diminuir o volume
dos reagentes e a concentracdo da solucdo de anticorpo para metade, reduzindo assim o custo
do teste. Em relag&o ao tempo do ensaio conseguiu-se diminuir o tempo de revestimento para
2 horas tornando possivel a realiza¢é@o do teste no préprio dia (duragéo total do ensaio= 4h30).

Uma vantagem deste sensor em papel € a ndo utlizagdo de equipamentos para a
incubacéo e leitura dos resultados, tornando assim o teste ainda mais econémico, simples e
ecoldgico, por ndo recorrer ao consumo de energia.

Através dos resultados obtidos no papel foi possivel concluir que o papel € um bom
substituto das microplacas de poliestireno.

O papel que mostrou maior sensibilidade foi o papel de filtro (106 UFC/mL), sendo que o
papel fotocopia tem uma diferenca de um log de 10. Num estudo realizado por Briand e col. em
2015 verificou-se que dois em seis dos kits comerciais testados tiveram reacdo negativa para
concentracdes de 10° UFC/mL, a semelhancga do teste desenvolvido neste trabalho, e que os

restantes tinham uma sensibilidade de 10* UCF/mL 2

. Estes resultados indicam que o sensor
em papel de filtro tem limites de detecdo préximos dos kits comerciais utilizados para o
diagnéstico rapido da DL. No entanto, como o papel de fotocOpia € aproximadamente 158
vezes mais econémico que a placa de poliestireno e nas concentracfes elevadas de Ag tem a
mesma performance, € vantajoso a sua utilizagéo nestas situacoes.

Para implementar este sensor em termos de diagnostico é aconselhdvel realizar um
revestimento com um anticorpo de captura especifico para o antigénio urinario, de preferéncia
monoclonal, de forma a melhorar a especificidade e sensibilidade. Este tipo de ELISA
sanduiche seria utilizado para amostras clinicas apés a fase de revestimento e o passo de
blogueio e teria um tempo total de execucéo de, aproximadamente, 2 hora e 30 minutos: 1 hora
para a ligacdo do anticorpo de captura ao Ag presente na amostra, 1 hora para a ligacao dos
anticorpos de detecao e 30 minutos para a reacdo do substrato (desenvolvimento de cor).

O teste beneficiaria com o encapsulamento com cera na parte de tras do sensor (etapa néo
realizada durante o presente trabalho), de maneira a poder ser manuseado sem que haja
necessidade de estar suspenso em cima de um suporte.

Outra otimizag&do que poderia ser testada seria 0 aumento apenas do volume de amostra,
dado que a recolha da amostra de urina, utilizada nos testes rapidos de diagndstico da DL

(antigendria), ndo requer um procedimento invasivo e é facil de obter.
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Devido a crescente preocupa¢do na manutencao e inspecdo dos sistemas de refrigeracao
dos locais publicos, para evitar o aparecimento de casos de DL ou o pagamento de coimas
associadas a valores elevados de Legionella, que podem ir de 2 500,00 a 44 890,00€ (por
incumprimento do artigo n.°48 do Decreto-Lei n.°118/2013, de 20 de agosto) é de extrema
importancia a implementacéo de uma fiscalizacdo periédica e que produza resultados rapidos.
Neste contexto, seria importante testar este sensor com amostras de agua, com a finalidade de
aferir a possibilidade da sua utilizacéo na investigacdo ambiental por empresas de manutencgéo
ou fiscalizagdo. O sensor desenvolvido neste trabalho foi um ensaio de ELISA direta para a
pesquisa de Ag da parede celular da bactéria L. pneumophila o que possibilita a utilizagdo na
identificacdo da bactéria em amostras de agua, previamente concentradas. Este sensor por ser
simples, econémico, de facil utilizacao, livre de equipamento € ideal para a utilizagao in situ.

Atualmente as analises de agua sédo realizadas unicamente por técnicas de PCR e cultura
em meio sblido. Estas técnicas, ao contrario do sensor de papel, sédo laboriosas,
economicamente mais onerosas (reagentes e equipamento) e ndo sao possiveis de ser

realizadas por pessoas ndo qualificadas.

Os testes de ELISA em papel ja foram desenvolvidos e referenciados em artigos para
detecc¢do do virus bacteriéfago T7, da bactéria Escherichia coli e do protozoario Leishmaniama
mas, que seja do nosso conhecimento, para a bactéria L. pneumophila este foi o primeiro
trabalho desenvolvido. Para além disso, foi o primeiro a utilizar nos testes de ELISA o suporte
em papel de fotocopia e um processo de lavagem utilizando papel adsorvente como substituto
as micropipetas, que provou ser mais eficiente, pratico e simples. Estas sdo as contribuicdes
do presente trabalho para a evolugéo da tecnologia Lab-on-Paper.

Em conclusdo, com este trabalho verificou-se que era possivel realizar esta técnica em
papel de fotocopia com resultados promissores diminuindo assim substancialmente os custos
do teste. O custo do sensor de papel de fotocopia € muito inferior, 147 vezes menor em relagao
ao papel Whatman e 158 vezes menor quando comparando com a placa de poliestireno.
Sendo assim, o teste em suporte de papel de fotocOpia é extremamente competitivo e por isso,
€ auspicioso a investigacdo que se dedique a otimizacao da aderéncia dos imunoreagentes de

forma a melhorar a sua sensibilidade.
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ANEXOS

A — Protocolo do meio BCYE - a (Buffered Charcoal Yeast Extract)

REAGENTES:

- Agua destilada;

- Legionella BCYE - a agar Base — Oxoid;

- Legionella CYE growth supplement — Oxoid;

PREPARACAO:
Para 100 mL de meio
1. Pesar 2,77 g de Legionella BCYE - a agar Base;
2. Adicionar 100 mL de agua destilada;
3. Colocar na placa elétrica até comecar a ferver (aproximadamente 20 min). Ir
agitando para homogeneizar 0 meio;
4. Autoclavar a 120°C durante 20 minutos e deixar arrefecer até a temperatura de
60°C
Adicionar Legionella CYE growth supplement e agitar.
Distribuir 20 mL em cada placa de Petri de 90 mm de didmetro. Efetuar a
operacao numa camara de fluxo laminar ou proximo de um bico de Bunsen.

7. Etiquetar as microplacas com a data e conserva-las a 2-8°C.

Nota: Efetuar o teste de esterilidade: colocar uma placa na estufa a 37°C, durante 2 dias e

observar a existéncia ou nao de crescimento.
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