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Introdugédo: Entre os imunoensaios com alta sensibilidade e
especificidade mais utilizados em diagnéstico estdo o ensaio
imunoenzimatico, o radioimunensaio e a citometria de fluxo. Além
destes, existe a tecnologia Luminex, que passou a ser utilizada mais
recentemente no final da década de 1990 (Vignali, 2000). Esta
tecnologia apresenta vantagens em relagéo as outras, como a analise
simultanea de analitos de diversas doencas numa mesma reacéo e
logo, uma reducéo de custo e tempo (Elshal & McCoy, 2006).

Objetivo: Padronizar uma metodologia de selegdo e avaliagdo de
antigenos com potencial uso em testes diagnésticos com base na
plataforma tecnolégica de microarranjos liquidos empregando sifilis
como modelo de ensaio.

Metodologia: A selecdo dos antigenos para serem utilizados nesta
avaliagdo foi baseada primariamente na freqiiéncia com que estes
eram referenciados na literatura, na prépria experiéncia do laboratério
e na disponibilidade destes antigenos pelos seus principais
fornecedores. Diferentes massas de antigenos estdo sendo testadas e
selecionadas para o acoplamento as microesferas. Também serdo
avaliados no formato em single, os parametros relacionados a etapa
de acoplamento (tampao, concentracdo de antigenos) e etapa de
reacao (agitagdo durante a incubacdo, composicdo do tampao).
Posteriormente a avaliagdo sera realizada no formato em multiplex.

Resultados: Foram avaliados trés antigenos do Treponema pallidum
de cada um dos dois diferentes fabricantes (F1 e F2) e foram
selecionadas as massas de proteina para o0 acoplamento as
microesferas. As massas de proteina selecionadas do F1 foram 5 ug
dos antigenos p17 e TmpA e 25 ug do antigeno p47, do F2 foram 1 ug
dos antigenos p47, p17 e p15+17+47. A dilui¢do dos soros testados foi
selecionada a 1/100. Avaliamos até agora 6 soros (trés positivos e trés
negativos para sifilis) com as diferentes massas desses antigenos e
obtivemos resultados promissores. Adicionalmente, avaliamos a
influéncia de diferentes rotagdes (600, 800 e 1000 RPM) na incubacéo,
porém ndo foi observada diferenca significativa. Além disso,
observamos que a utilizagéo de soro albumina bovina (BSA) de dois
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diferentes fabricantes, no tampao utilizado no ensaio também néo
influenciou no resultado.

Concluséo: A versatilidade e robustez da plataforma de microarranjos
liguidos sdo grandes atrativos nesta tecnologia. Para torna-la
prontamente utilizavel, propomos a padronizacdo dos métodos
empregados nas diferentes etapas do ensaio. Dentre os diversos
parametros, avaliamos a massa ideal para o acoplamento dos
antigenos as microesferas frente a 6 diferentes soros teste, as
diferentes rotacdes de incubacdo e insumos do tampdo, testando
também diferentes fabricantes. A massa para acoplamento variou de
acordo com a proteina utilizada enquanto a velocidade de rotagéo e as
diferencas entre os BSAs provenientes de diferentes fornecedores nao
foram determinantes na otimizagdo do ensaio. Outros parametros
importantes para o ensaio ainda serdo testados em maior nimero de
amostras e os selecionados serdo avaliados em multiplex.
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