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RESUMO

A campilobacteriose € uma das principais doencas entéricas de origem alimentar do
mundo. E capaz de ocorrer, ndo s6 no homem, mas também em primatas ndo humanos
de cativeiro. Sendo, desta forma, importante no monitoramento sanitario destas col6nias.
Causada por bactérias do género Campylobacter, seu diagnéstico é realizado pela detec-
¢cdo do micro-organismo nas fezes, pelo método padréo ouro: o cultivo microbioldgico,
incluindo o isolamento, prova de Gram e testes bioguimicos. Todo o processo leva de 5 a
7 dias. Outra forma de diagndstico sao os kits de detecc¢éo antigénica por ensaio imuno-
enzimatico que sao de facil realizacdo e o resultado determinado em poucas horas. En-
tretanto, estes kits utilizam anticorpos produzidos em mamiferos e tém sua eficiéncia ques-
tionada por conta da acuracia reduzida. Sendo assim, esse estudo teve por principal ob-
jetivo, produzir Imunoglobulina Y (IgY) como anticorpo primario extraido de gemas de ovos
de galinhas imunizadas com Campylobacter jejuni para sua aplicacdo em um teste imu-
noenzimatico in house, para pesquisa de coproantigenos de Campylobacter sp. em amos-
tras de primatas ndo humanos do género Macaca. Sua realizacdo seguiu a politica dos
3Rs, ja que desenvolve uma técnica onde séo utilizados um ndmero menor de animais
para producdo de IgY, quando comparados aos testes tradicionais, além de promover
producdo maior com procedimentos menos invasivos. Para isso galinhas poedeiras foram
imunizadas com antigeno bruto de C. jejuni, foram colhidos ovos para isolamento, carac-
terizacdo de IgY, purificacdo e utilizagcdo como anticorpo primario no ELISA in house frente
a amostras de fezes e lavado da ampola retal dos primatas avaliados. Apdés purificacdo, a
IgY demonstrou perfil eletroforético compativel com o descrito para molécula, apresentou
reconhecimento frente ao antigeno imunizante por meio de western-blot e ELISA e foi
capaz de detectar bactérias do género Campylobacter spp. nas amostras fecais do género
Macaca. O teste de ELISA construido utilizando a IgY como anticorpo primario, demons-
trou reconhecimento frente ao antigeno imunizante nas amostras analisadas.

Palavras-chave: Imunoglobulina Y (IgY), Campylobacter jejuni, Macaca mulatta e Macaca
fascicularis, Ensaio imunoenzimatico (ELISA)
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ABSTRACT

Campylobacteriosis is one of the world's leading enteral food-borne diseases. It can
occur not only in man but also in non-human primate of captivity. Thus, it is important in
the sanitary monitoring of these colonies. Caused by Campylobacter bacteria, its diagnosis
is performed by the detection of the microorganism in the feces, by the gold standard
method: microbiological culture, including isolation, Gram test and biochemical tests. The
entire process takes 5 to 7 days. Another form of diagnosis is the antigen detection kits by
enzyme immunoassay that are easy to perform, and the result determined in a few hours.
However, these kits use antibodies produced in mammals and have their efficiency ques-
tioned because of the reduced accuracy. Therefore, the main objective of this study was
to produce immunoglobulin Y (IgY) as the primary antibody extracted from egg yolks from
chickens immunized with Campylobacter jejuni for its application in an in-house immuno-
enzymatic test for Campylobacter sp. in samples of non-human primates of the genus
Macaca. Its accomplishment followed the policy of the 3Rs, since it develops a technique
where a smaller number of animals are used for IgY production, when compared to the
traditional tests, besides promoting greater production with less invasive procedures. For
this, laying hens were immunized with crude C. jejuni antigen, eggs were collected for
isolation, IgY characterization, purification and use as primary antibody in the in-house
ELISA against faecal samples and lavage of the rectal ampulla of the primates evaluated.
After purification, IgY demonstrated an electrophoretic profile compatible with that de-
scribed for the molecule, showed recognition against the immunizing antigen by means of
western blot and ELISA and was able to detect bacteria of the genus Campylobacter spp.
in the fecal samples of the genus Macaca. The ELISA test constructed using IgY as the
primary antibody, demonstrated recognition against the immunizing antigen in the ana-
lyzed samples.

Key words: Immunoglobulin Y (IgY), Campylobacter jejuni, Macaca mulatta and
Macaca fascicularis, Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Comparacao estrutural de imunoglobulinas IgG (de mamiferos) e IgY
(de aves, répteis e anfibios).

Figura 2: Vantagens da producéo e utilizacao da IgY .

Figura 3: Quadro do perfil bioquimico das espécies do género Campylobacter
Figura 4: Esquema de inoculacdes da ave

Figura 5: Esquema de ELISA indireto.

Figura 6: Analise de SDS-PAGE em condi¢des de reducao do precipitado de C.
jejuni apds primeiro processo de sonicacao para obtencédo do extrato
bruto proteico. A esquerda, esquema das fracdes do padrdo de peso
molecular (Benchmarck Protein Ladder); coluna 1-Padréao de peso
molecular, coluna 2-vazio, coluna 3-preciptado diluido 1:10, coluna 4-
vazio, coluna 5-precipitado diluido 1:100, coluna 6-vazio, coluna 7-
vazio e coluna 8-sobrenadante puro.

Figura 7: Analise de SDS-PAGE em condi¢des de reducao do precipitado de C.
jejuni apds segundo processo de sonicacao para obtencédo do extrato
bruto proteico. A esquerda, esquema das fracdes do padréo de peso
molecular (Benchmarck Protein Ladder); coluna 1-Padréo de peso mo-
lecular, coluna 2-vazio, coluna 3-sobrenadante 1x, coluna 4-vazio, co-
luna 5- sobrenadante 2x, coluna 6-vazio, coluna 7- sobrenadante 3x.

Figura 8: Analise de SDS-PAGE em condic¢des de reducao do precipitado e so-
brenadante do extrato bruto proteico de C. jejuni apds sonicacdo com
material de 20 placas. A direita, esquema das fracdes do padréo de
peso molecular (Benchmarck Pre-stained Protein Ladder); coluna 1-
preciptado puro, coluna 2- sobrenadante 1x, coluna 3- sobrenadante
2X, coluna 4- Padréo de peso molecular.

Figura 9: Analise de SDS-PAGE em condi¢des de reducao do precipitado de

Pag.

32

34
47
52

57

66

67

67

68

12



C. jejuni apbs segundo processo de sonicacéo utilizando tampao de
lise com diferentes concentracdes do sobrenadante. Legenda: A es-
querda, esquema das fragOes do padréo de peso molecular (Bench-
marck Protein Ladder), Coluna 1- Padrdo de peso molecular, coluna
2- sobrenadante 1x, coluna 3- sobrenadante 2x, coluna 4- sobrena-
dante 3x.

Figura 10: Analise de SDS-PAGE em condi¢des de reducao do precipitado de
C. jejuni apoés tratamento com detergente. Legenda: A esquerda, es-
guema das fracdes do padréo de peso molecular (Benchmarck Protein
Ladder), coluna 1- Padréo de peso molecular, coluna 2- sobrenadante
nao tratado com solucéo detergente, coluna 3 - vazio, coluna 4- sobre-
nadante tratado com solucéo detergente.

Figura 11: Perfil de producao de IgY apos a imunizacdo completa medida por
espectrofotometria a 280nm. As barras representam o desvio padrao.
Legenda: Colunas més 1: 18,49 mg/mL; més 2: 17,73 mg/mL; més 3:
11,36 mg/mL e més 4: 7.67 mg/mL .

Figura 12: Analise de SDS-PAGE em condi¢des de reducdo das IgY extraidas
utilizando PEG. Legenda: A esquerda, esquema das fracbes do pa-
dréo de peso molecular (Benchmarck Protein Ladder), Coluna 1. IgY
Dia de coleta 28; Coluna 2. IgY Dia de coleta 33; Coluna 3. IgY Dia de
coleta 36; Coluna 4. Padrao de peso Molecular e Coluna 5. IgY Dia de
coleta 44.

Figura 13: Andlise por Western blot da reatividade IgY extraida anti-C. jejuni
frente a Campylobacter jejuni. Legenda: A esquerda esquema de
fracOes do padréo de peso molecular (kalendoscope-Bio-Rad),coluna
1 - C.jejuni cepa ATCC33291; coluna 2 - Padrao de peso molecular.

Figura 14: Analise por Western blot da reatividade IgY extraida anti-C. jejuni
frente a bactérias da microbiota intestinal de PNH e bactérias do gé-
nero Campylobacter. Legenda: coluna s: 1. E. coli 1 ;2. E. coli 2;
3. Proteus vugaris; 4. Proteus mirabilis; 5. Yersinia enterocolitica; 6.
Enterobacter sp.; 7. Campylobacter coli.

Figura 15: Perfil cromatografico da IgY utilizando adsorcéo tiofilica acoplado ao
sistema de HPLC da primeira passagem de IgY extraida.

74

74

70

71

72

72

13



Figura 16: Perfil cromatografico da IgY utilizando adsorc¢do tiofilica acoplado ao

sistema de HPLC da segunda passagem de IgY extraida

Figura 17: Perfil cromatografico da IgY utilizando adsorc¢do tiofilica acoplado ao

sistema de HPLC da terceira passagem de IgY extraida

Figura 18: Analise de SDS-PAGE em condi¢des de reducédo da IgY purificada

utilizando PEG. Legenda: A esquerda, esquema das fragdes do pa-
drdo de peso molecular (BenchMarck protein ladder), coluna 1: IgY
purificada, coluna 2: Padréo de Peso Molecular.

Figura 19: Analise por Western blot da reatividade IgY extraida anti-C. jejuni

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23:

frente a bactérias da microbiota intestinal de PNH e bactérias do gé-
nero Campylobacter. Legenda: A esquerda, esquema das fracoes de
peso molecular (kalendoscope Bio-rad); coluna 1. E. coli 1; coluna 2.
E. coli 2; coluna 3. Proteus vugaris; coluna 4. Proteus mirabilis; coluna
5. Padrao de peso molecular; coluna 6. Yersinia enterocolitica; coluna
7. Enterobacter sp.; coluna 8. Campylobacter coli; coluna 9.
Campylobacter jejuni coluna 10. vazia

: Quadro de resultado das amostras de Lar na placa 1 no ELISA

: Quadro de resultado das amostras de Lar na placa 2 no ELISA

: Quadro de resultado das amostras de fezes no ELISA

Grafico referente ao ELISA com dopagem das amostras de LAR. Na
primeira coluna, média da leitura da Bactéria pura lisada, na segunda
coluna, média das leituras dos LARs de Macaca fascularis acrescidos
de bactéria do controle e na terceira coluna, a média das leituras dos
LARs de Macaca mulatta acrescidos de bactéria do controle

76

78

80

82

84

88

14



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Desempenho de kits comerciais selecionados para detecc¢ao direta de
C. jejuni e C. coli em amostras de fezes.

Tabela 2: Tabela de percentuais para diferenciacao bioquimica das principais en-
terobacterias pesquisadas

Tabela 3: Enterobacteriaceae isoladas de amostras do material fecal de
Macaca fascicularis em criatério cientifico.

Tabela 4: Isolamento de Campylobacter spp. nas fezes de Macaca fasicularis de
criatorio cientifico.

Tabela 5: Enterobacteriaceae isoladas de amostras do material fecal de
Macaca mulatta de criatorio cientifico.

Tabela 6: Isolamento de Campylobacter spp. nas fezes de Macaca mulatta em
criatorio cientifico.

Tabela 7: Leituras em densidade o6tica (DO) a 280 nm e concentracdo de IgY
purificada (mg/mL) apds as passagens na coluna Hi-Trap® IgY Purification aco-
plada ao HPLC.

Tabela 8: Parametros de concordancia bruta entre os testes realizados e o re-
sultado do teste padrdo ouro

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E TERMOS ESTRANGEIROS

15

Pag.

40

49

61

62

63

64

75

84



16

ABNT - Associacao Brasileira de Normas Técnicas
Ad libitum — A vontade
ATCC - American Type Culture Collection (Colecdo Americana de Células Tipicas)

3Rs — REDUCTION, REPLACEMENT AND REFINEMENT (Reducéo, Refinamento e
Substituicao)

BCA - Acido bicinchoninico
BHI-Brain heart infusion

CCAC — CANADIAN CONCIL ON ANIMAL CARE (Conselho Canadense de Cuidado
Animal)

CCampy-Colecédo de Campylobacter

CDC — CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (Controle e Preven-
¢ao de Doencas dos Estados Unidos)

CEUA — Comité de Etica de Uso Animal

CONCEA - Conselho Nacionla de Controle de Experimentacdo Animal

DAB — Diaminobenzidina

DATT - Departamento de Apoio Técnico e Techoldgico

DCB - Departamento de Ciéncias Biologicas

DO - Densidade Optica

DSSA — Departamento de Saneamento E Salude Ambiental.

EDTA - Ethylenediamine tetraacetic acid (acido etilenodiamino tetra-acético)
ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Ensaio Imunoenzimético)
ENSP — Escola Nacional de Saude Publica Sérgio Arouca

EURL- ECVAM — EUROPEAN UNION REFERENCE LABORATORY FOR
ALTERNATIVES TO ANIMAL TESTING (Laboratorio Referéncia de Método Alternati-
vos da Unido Europeia).

Fab — Fragmento de ligacdo ao antigeno

FBP - solucao redutora de oxigénio composta de sulfato ferroso, bissulfito de sédio e
piruvato de sodio

Fc — Fragmento cristalizavel

FDA - US FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (Orgéo que regula liberacéo de ali-
mentos e medicamentos dos Estados Unidos)

FELASA — FEDERATION OF EUROPEAN LABORATORY ANIMAL SCIENCE



17

ASSOCIATION (Federacao da Associagao Europeia de Ciéncia em Animais de Labo-
ratério)

FIOCRUZ — Fundacgao Oswaldo Cruz

HPLC — High Performance Liquid Cromatography (Cromatografia liquida de alta efici-
éncia)

ICTB - Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos

ICICT - Instituto de Comunicacéao e Informacao Cientifica e Tecnologia em Saude
IgG - imunoglobulina G

IgY — imunoglobulina Y

INCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

INMETRO - Instituto Nacional de Metrologia

In house - teste ndo comercial de desenvolvimento do laboratoério de pesquisa
IOC — Instituto Oswaldo Cruz

LabMicro — Laboratério de microbiologia

LAR - Lavado da ampola retal

LATER - Laboratorio de Tecnologia Recombinante

OMPs - OUTER MEMBRANE PROTEINS (proteinas de membrana externa)
OPD - O-Phenylenediamine dihydrochloride (O-fenilenodiamina dicloridrato)
PBS — Tampé&o salina fosfato

PBS -T- Tampé&o salina fosfato tween 20

PCR - Polymerase Chain Reaction (Reacao da polimerase em cadeia)

PEG - Polietilenoglicol

Pm — Padrdo de peso molecular

PNH — Primatas ndo humanos

SCQA - Servico de Qualidade Animal

SCPrim —Servico de Criacdo de Primatas Nao-humanos

SDS-PAGE - Sodium Dodecyl Sulfate - PolyAcrylamide Gel Electrophoresis (Dodecll
sulfato de sodio —Eletroforese em Gel de Poliacrilamida)

TA - Temperatura Ambiente
TSI — Triple Sugar Iron (meio com trés agucares e ferro)
TMB - 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (3,3',5,5' tetrametilbenzidina)


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/ophenylenediaminedihydrochloride1810661528111?lang=en&region=US

USA - United States of America
WHO - WORLD HEATH ORGANIZATION (Organizacao Mundial de Saude)

18



LISTA DE SIMBOLOS

H2S — Sulfeto de Hidrogénio ou Gas Sulfidrico
KCI — Cloreto de potassio

kDa - Kilodalto

K2SO4 — Sulfato de Potassio

pL - microlitro

Hg - micrograma

mL- mililitro

mg — miligrama

mM — milimolar

Na2COs - Carbonato de Sodio
NaHCOs — Bicarbonato de Sédio
pH — Potencial hidrogenidnico
xg-Forcag

® Marca registrada

% - Percentual

19



SUMARIO
1. INTRODUCAO
2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Métodos alternativos ao uso de animais de laboratério

2.2. Imunoglobulina Y(IgY) e as vantagens de sua metodologia de

producao
2.3. Género Campylobacter
2.3.1. Caracteristicas
2.3.2. Campylobacteriose e sua ocorréncia em PNH
2.4. Métodos de deteccao do agente bacteriano

2.4.1. Cultura (técnica Padréao ouro)

2.4.2. Testes imunoenzimaticos (ELISAs) para deteccao de
antigenos de Campylobacter sp.disponiveis comercialmente
3. JUSTIFICATIVA
4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral
4.2. Objetivos especificos
5. MATERIAL E METODOS
5.1. Locais de realizacéo das diferentes fases do estudo
5.2. Delineamento do estudo
5.3. Obtencéo das amostras

5.3.1. Aspéctos éticos

5.3.2. Amostras de material fecal (swab retal, LAR e fezes
frescais) de primatas ndo humanos (PNH)

5.3.3. Amostras de fezes humanas para controle negativo

5.4. Métodos
5.4.1. Painel de amostras e sua caracterizagdo microbiologica
5.4.1.1. Deteccao de Campylobacter spp.

5.4.1.2. Deteccao de enterobacteriaceae nas amostras dos
PNH

Péag.

26
29
29

35
35
36
38
38
39

41
42
42
42
43
43
43
44
44
44

45
46
46
46
48

20



5.5. Preparacdo do antigeno imunizante e a inoculacéo das aves
para producéo de IgY
5.5.1. Parametros de producao do extrato bruto proteico
5.5.2. Producéo do antigeno imunizante de Campylobacter jejuni
5.5.3. Producéao e caracterizacao das imunoglobulinas Y
5.5.3.1. Imunizagdo das galinhas poedeiras
5.5.3.2. Extracdo de IgY
5.5.3.3. Purificagao da IgY utilizando a coluna “Hi-trap IgY
purification”

5.6. Caracterizacao, perfil de producéo e analise de especifici-
dade frente ao antigenoimunizante

5.6.1. Caracterizacdo da IgY anti- C. jejuni por SDS-PAGE

5.6.2. Determinacdo da concentracdo de IgY anti-C. jejuni ap0s a
extracado e purificacéo

5.6.3. Verificacao da especificidade da IgY

5.6.4. Verificacdo do reconhecimento da especificidade da IgY
anti-C. jejuni.

5.7. Verificacdo da capacidade do reconhecimento dos antigenos
de C. jejuni pela lgYnas amostras de fezes e de LAR por ELISA in-
direto

5.7.1. Avaliacdo dos parametros para utilizacdo do ELISA com a
lgY anti-Campylobacter spp. in house

5.7.2. Aplicagao das amostras do painel no ELISA contendo a
IgY anti-Campylobacter spp. in house

5.7.3. Teste de dopagem das amostras de LAR
6.RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Painel de amostras e sua caracterizacéo

6.2. O antigeno imunizante produzido e a inoculagcdodas aves
para producéao de IgY

6.2.1. Parametros de producao do extrato bruto proteico

50

50

51

52

52

53

53

54

54

54

55

56

57

58

59

60

60

65

65

21



6.2.2. Periodo de inoculacdo e producgado das imunoglobulinas Y
6.2.2.1. Acompahamento clinico da galinha poedeira
6.3. Caracterizacao das IgYs

6.3.1. Concentracao de IgY anti-C. jejuni obtida ap0s a extracéo
e sua caracterizacao por SDS-PAGE

6.3.2. Especificidade da IgY extraida anti-C. jejuni por Western
blot

6.3.3. Especificidade da IgY extraida frente ao antigeno imuni-
zante pelo ELISA

6.4. Resultados do processo de purificacdo da lgY e caracteriza-
cao dalgy purificada

6.4.1. Resultados do processo de purificacdo da IgY utilizando a
coluna “Hi-trap IgY purification”

6.4.2. Resultados da caracterizagéo por SDS-PAGE da IgY purifi-
cada e fragoes da purificagao utilizando a coluna “Hi-trap IgY puri-
fication”

6.4.3. Verificacdo da especificidade da IgY purificada
anti-C. jejuni por Western blot

6.5. Especificidade e a capacidade do reconhecimento dos anti-
genos de C. jejuni pela IgY nas amostras de fezes e de Lavado da
ampola retal por ELISA indireto

6.5.1. Avaliagdo dos paramentros para utilizagdo do ELISA com
a lgY anti-Campylobacter spp. in house

6.5.2. Aplicacdo das amostras do painel no ELISA contendo a
IgY anti-Campylobacter spp. purificada in house

6.5.3. Relacédo entre os resultados de microcultivo e do ELISA
das amostras do painel
7. CONCLUSOES
8. PERSPECTIVAS
9. REFERENCIAS

69

70

70

71

73

73

73

76

77

78

78

80

84

88

89
90

22



ANEXOS:

Anexo 1- Bula do fabricante do meio de cultura utilizado para
Campylobacter.

Anexo 2 — certificado de treinamento para manipulagcéo do
Campylobacter sp.

Anexo 3 -Eletroforese SDSPAGE

Anexo 4 -Protocolo pararevelacdo de bandas em gel de Polia-
crilamida
Anexo 5 - Licenga CEUA

Anexo 6-Protocolo Hi-trap fabricante
Anexo 7 — Protocolo de transferéncia e Western blot

99

102

103
104

105
106
118

23



24

1. INTRODUCAO

As bactérias do género Campylobacter estdo entre as principais causas de doenca
diarreica em todo mundo. Nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, causam mais
casos de diarreia alimentar que a Salmonella (WHO, 2011). A campilobacteriose € consi-
derada uma zoonose, pois acomete 0 homem apds ingestdo de carnes de aves, bovinos
e caprinos contaminadas. Nos animais, a infeccdo pode passar desapercebida devido a
poucos sintomas (PIELSTICKER et al., 2012). Nos humanos, hormalmente, é autolimitada
e relativamente de curta duragdo, entretanto, em alguns casos, 0s sintomas podem ser
graves, implicando em atenc¢éo a saude e impacto econdmico consideravel (CDC, 2014),
podendo inclusive deixar sequelas, neuropatias e desencadear doencas como a sindrome
de Guillain-Barré (TOLJANDER et al., 2012). Nos paises em desenvolvimento, as infec-
cOes por Campylobacter em criangcas com idade inferior a dois anos sédo especialmente

frequentes, podendo resultar em 6bito (WHO, 2011).

A infeccdo em animais pode ser sintomatica ou assintomatica. Geralmente, € assinto-
méatica em aves, principalmente nos frangos. O que gera grande preocupacao, pois pode
provocar surtos comprovados pela deteccdo das bactérias nas carcacas de frango de
corte (ALVES et al., 2017). Nos mamiferos, principalmente em primatas, pode causar
desde enterites leves até a morte por desidratacao causada pela diarréia. Nos primatas
nao humanos (PNH) do género Macaca ja foram relatados casos de aborto, mortes por
encefalites e septicemia, com deteccéo bacteriana em varios érgados durante a necropsia
(BAILEY; COE, 1999; BAZE; BERNACKY, 2002; CLEMMONS et al., 2014).

A campilobacteriose, também € uma preocupacao nos PNH criados em cativeiro. Estes
animais podem, muitas vezes pertencer a institutos de pesquisa onde sao destinados a
utilizacdo como biomodelos. Entretanto, para a aplicacéo destes animais em estudos bio-
médicos de doencas e medicamentos, estes devem apresentar bom historico sanitario, o
que vai garantir a confiabilidade dos dados obtidos na experimentacao (SAISSE et al.,
2010).
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Estudos anteriores indicaram varias espécies do género Macaca como suscetivel
ao Campylobacter spp. (CYSNE, 2007; LAURIA-FILGUEIRAS, 2000; LAURIA-
FILGUEIRAS; HOFER, 1998), tornando-se entdo, importante 0 monitoramento deste
agente, ja que sua presenca pode ser um possivel indicador de determinacéao do status
sanitario da colonia (FELASA, 1999). Este controle é realizado no ICTB (Instituto de Cién-
cia e Tecnologia em Biomodelos - Fiocruz), de acordo com o protocolo de controle sanita-
rio do Servigo de Criacdo de Primatas N&do Humanos (SCPrim), onde s&o coletadas amos-
tras bioldgicas em periodo pré-estabelecido segundo norma da FELASA, para realizacdo
de exames laboratoriais processadas no Servico de Controle de Qualidade Animal
(SCQA) durante o monitoramento das condi¢cdes sanitarias dos animais deste instituto
(SAISSE et al., 2010).

Para realizar o acompanhamento do status sanitario PNH em relagdo a campilo-
bacteriose, o diagnostico disponivel € o mesmo aplicado ao homem. A deteccéo do micro-
organismo atraves de cultura de fezes em meios e condicdes especificas de micro-aerofi-
lia e incubacao, seguidos de coloracdo de Gram e provas bioquimicas determinadas para
a identificacdo do agente bacteriano (técnica padréo ouro). Tal metodologia leva de 5 a 7
dias (LAURIA-FILGUEIRAS, 2000) para sua realizacdo. O sucesso na cultura desses pa-
tdgenos sensiveis requer as amostras de fezes o mais frescas possiveis e o transporte
refrigerado em distancias curtas, pois o micro-organismo possui sensibilidade ao oxigénio
(BRASIL, 2011).

Outra possibilidade é a utilizacdo de técnicas moleculares para a deteccéo de fra-
gmentos especificos do DNA bacteriano, mas que ainda exigem uma condic¢ao laboratorial
nem sempre possivel, devido ao alto custo de implantagcdo, manutengéo e ao espaco ade-
quado as necessidades da técnica (KALASHNIKOVA et al., 2006; VILARDO et al., 2006;
ANDRADE et al., 2007).

Comercialmente, estdo disponiveis também testes de deteccdo soroldgica, con-

tudo, além destes nado terem indicacéo para uso em amostras de animais ndo humanos,
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utilizam anticorpos cuja producdo necessita de maior quantidade de animais e ocorre a
partir de coletas de grande volume de sangue, 0 que causa sofrimento e injurias sistémi-
caspassiveis de irreversibilidade (SCHADE et al., 1996). Portanto, tais testes podem ser
refinados buscando atender as recomendacfes dos principios dos 3Rs (FLECKNELL,
2002).

Ao avaliar os testes imunoenzimaticos disponiveis no mercado, Besséde e colabo-
radores (2011), assim como Oyarzabal e Battie (2012), puderam observar que o principal
kit de diagnostico utilizado em varios trabalhos ndo demonstrou a reprodutibilidade indi-
cada pelos fabricantes, evidenciando a necessidade do desenvolvimento de um novo teste
imunoenzimético para Campylobacter sp. com resultados mais confiaveis e que siga a
recomendacéo do 6rgdo de validacdo de métodos alternativos europeu (European Union
Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing - EURL-ECVAM), atendendo tam-
bém ao principio dos 3R para a producao de anticorpos (SCHADE et al., 1996).

Em consonéancia com essas recomendacdes, ja esta estabelecido que a producéo
de anticorpos por galinhas poedeiras, constitui refinamento da técnica e reduz o uso de
animais de laboratorio. O refinamento, ocorre com a substituicdo da sangria (método do-
loroso), pela coleta de ovos, de onde serdo retiradas as gemas para isolamento de anti-
corpos de interesse, sem causar nenhuma injuria animal. A reducéo se d& pela possibili-
dade de com a utilizacdo de uma Unica galinha produzir inimeros ovos (SCHADE et al.,
1996), cujas gemas sdo reconhecidas como uma excelente fonte de anticorpos. Outra
vantagem frente a producéo convencional € a possibilidade de produzir anticorpos mais
especificos contra antigenos de mamiferos, em funcéo da distancia filogenética (KRIEF et
al., 2002). Esta metodologia ndo s6 reduz os problemas éticos de producdo dos anticor-
pos, mas também apresenta vantagens econdémicas, ja que ocorre por um longo tempo e
gera grande quantidade de IgY durante todo periodo de postura das aves, por aproxima-
damente 2 anos (PAULY et al., 2009). Aliada as vantagens econémicas, ha também mui-
tas vantagens operacionais, como: a faixa etaria ampla dos animais utilizados assim como

0 manejo em condic¢des laboratoriais, bem simples e custo de manutencgao inferior ao dos
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mamiferos, principalmente os de grande porte, tornando essa alternativa bastante rele-
vante (POLSON et al., 1980).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Métodos alternativos ao uso de animais de laboratério

A defesa dos animais de laboratério € uma causa bem antiga. Em 1760, Fergusson
ja se mostrava preocupado com os “métodos barbaros” utilizados em teste com animais.
No século XIX, Jeremy Bentham langou uma méxima a ser considerada: “A questdo nao
€ se 0s animais raciocinam, ou se eles podem falar, mas se eles sofrem.” Neste mesmo
século, houve uma primeira tentativa de propor um cédigo de ética para que a dor imposta
aos animais na pesquisa fosse diminuida. Essa proposta, sugerida por Marshal Hall alem
de indicar a substituicdo dos animais de grande porte por animais inferiores na escala
zoologica, recomendava que fosse evitada as repeticdes desnecessarias para obtencao
de resultados. A partir destas idéias, foi fundada em 1842 a Sociedade Britanica para
prevencéo da crueldade aos animais (British Society for the Prevention of Cruelty to Ani-
mals), mais tarde chamada de Royal Society for the Prevention of Cruelty to Animals
(PRESGRAVE, 2002).

Em 1959, William Russel & Rex Brunch publicaram um texto aprofundando e escla-
recendo muitos pontos da proposta de Hall, com os principios dos 3Rs (“Replace, Reduce
and Refinement” - Substituicdo, reducao e refinamento). A substituicdo consiste na apli-
cacao de metodologias experimentais que ndo usam animais sencientes no lugar daque-
las que os utilizam. Como por exemplo, a infecgcdo em cultura celular ou em chips que
simulem a fisiologia de um ou mais 6rgaos (“human on a chip”). Outro exemplo é o uso de
modelos computacionais que ajudem a prever interacdes fisiolégicas de novas substan-
cias. Ja as definicdes de refinamento e reducéo estéo interligadas, pois o refinamento
consiste em melhorias metodoldgicas que proporcionem a reducao do nimero de animais
utilizados na experimentacéo animal e na diminui¢cdo da dor e sofrimento causados a estes

animais. Isto ird reduzir também os interferentes causadores de variagdes nos resultado,
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tornando os resultados dos experimentos estatisticamente significativos. Um exemplo é a
utilizacdo de anestesia que, além de minimizar o sofrimento, reduz a interferéncia nos
resultados das pesquisas. Melhorias ho manejo do animal também levam a reducéo de
interferentes como, por exemplo, 0 estresse, atingindo 0 mesmo propdosito de reduzir o
namero de animais utilizados, uma vez que reduz a necessidade de repetir o experimento.
Outra reducdo possivel, esta na possibilidade, de pela melhoria das técnicas, congelar
embrides de animais de laboratério, que passam a ser produzidos de acordo com a ne-
cessidade experimental sem excessos, contemplando a filosofia dos 3Rs (RUSSELL;
BURCH, 1959).

O principio dos 3Rs foi um marco para mudangas na legislacéo inglesa, preconi-
zando o controle do uso de animais de experimentacdo (FLECKNELL, 2002). Desde entao
a sociedade européia despertou para a questdo da valorizacdo dos seres vivos de um
modo geral, inclusive a vida do homem. Por esta razdo nos anos 60 até o inicio dos anos
70 se estabeleceu buscar por metodologias alternativas para substituir os identificadores
de moléculas biol6gicas marcadas com moléculas radioativas, levando Engvall e Perl-
mann em 1971, a desenvolver o ensaio imunoabsorvente ligado a enzimas (ELISA ou EIA)
(OYARZABAL; BATTIE, 2012).

Segundo OYARZABAL; BATTIE (2012), KOHLER; C. MILSTEIN desenvolveram
a técnica de hibridoma que possibilitou a sintese de anticorpos monoclonais, em 1975, e
com isso a facilitou a expansédo do imunodiagndstico e o desenvolvimento de imunoen-
saios para a identificagdo de micro-organismo. O passo seguinte foi o surgimento de uma
variedade de ensaios imunoldgicos para deteccdo de diferentes agentes patogénicos de
origem alimentar em amostras de alimentos e de fezes, incluindo alguns para deteccao
de Campylobacter sp. (OYARZABAL; BATTIE, 2012).

Neste momento, surge o conceito de métodos alternativos de Smyth (1978) “Todos
0s procedimentos que podem substituir completamente a necessidade de experiéncias
com animais, reduzir o numero de animais necessarios, ou diminuir a intensidadede dor
ou angustia sofrida pelos animais em atender as necessidades essenciais do homem e

outros animais” (FLECKNELL, 2002). Atualmente, o conceito de métodos alternativos €
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mais amplo, sendo considerados procedimentos que podem substituir o uso de animais
em experimentos, reduzir o nimero de animais necessarios, ou refinar a metodologia de
forma a diminuir a dor ou o desconforto sofrido pelos animais (PRESGRAVE, 2002).As
possibilidades de substituicdo dos animais pode ser de variadas formas como por exem-
plo: pelo uso de informacgdes obtidas no passado, pelo uso de técnicas fisico-quimicas,
uso de modelos matematicos ou computacionais, pelo uso de organismos inferiores nao
classificados como animais protegidos, pelo uso de estagios iniciais do desenvolvimento
de espécies animais protegidas, pelo uso de sistemas in vitro, vigilancia pés-mercado e

estudos epidemioldgicos e pelo uso de voluntarios humanos (PRESGRAVE, 2002).

Dentro deste conceito, surge a tecnologia da producéo e isolamento da imunoglo-
bulina'Y (POLSON et al., 1985; POLSON et al., 1980), podendo esta pratica ser conside-
rada como um método alternativo a producédo de imunoglobulinas para os testes diagnos-
ticos. Tal metodologia substitui o animal utilizado, sendo uma técnica mais refinada, e que
necessita de menos animais para a producao, minimizando dor ou estresse aos animais
na producao de anticorpos. Por esta razdo esse procedimento € recomendado pelos 6r-
gaos de validacdo dos métodos alternativos como o ECVAM (na Europa (TAYLOR et
al.,2014; SCHADE et al., 1996) e 0 CCAC (Canadian Concil on Animal Care) na América
do norte (CCAC, 2002).

2.2. ImunoglobulinaY (IgY) e as vantagens de sua metodologia de producao

As IgYs sdo imunoglobulinas séricas encontradas de aves, répteis e anfibios. S&o
transferidas do soro para a gema do ovo, onde se concentra para conferir imunidade pas-
siva aos seus embrides (BARDOS, 2011). As gemas dos ovos das aves, principalmente
das galinhas constituem uma fonte rica em anticorpos. Apds a imunizacao das galinhas,
0S 0VOs apos a postura, conterdo grande quantidade de IgY contra o antigeno imunizante
(LARSSON et al., 1993).

As imunonoglobulinas séo, em geral, compostas de cadeia leve e cadeia pesada.
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Ambas possuem regifes constantes (Cy) e variaveis (V). A IgY é semelhante a imunoglo-
bulina G (IgG) composta por duas cadeias leves (~25kDa cada) e duas cadeias pesadas
(~70kDa cada). A IgG, como demonstra a Figura 1, possui duas cadeia pesadas cada uma
com trés dominios constantes e uma dominio variavel. Além disso, possui duas cadeias
leves, cada uma com um dominio constante e outro dominio variavel. Possui também uma
regido central (Regido Flexivel) com duas ligacdes de bissulfeto que confere extrema fle-
xibilidade a essa regido. A IgY tem a regido central rigida (sem flexibilidade) e as duas
cadeias pesadas com quatro dominios constantes no caso das aves. Para os répteis e
anfibios, possuem s6 dois dominios constantes (Figura 1) (MINE, 2008; BARDOS, 2011).

| Fragmentb de h;a_:éo 30 antigeno
| (Fab)

‘ Fragmento cristalzavel (Fc)

VL | Fragmenbde ligaco 30 antigeno
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RegiZo sem

dobradica D
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regido Fc ;: aY[AFc) ‘

L > - |

Fonte: BARDOS, 2011

Figura 1 : Comparacao estrutural de imunoglobulinas IgG (de mamiferos) e IgY (de aves, répteis e anfibios).

A IgY de aves ndo tem sua atividade afetada em decorréncia do congelamento e
descongelamento demonstrando boa estabilidade (HEGEMANN; PARDAL; MATSON,
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2017). Um ovo apoés a postura pode ser estocado a 4°C por 6 meses sem que a IgY sofra
perda de atividade bioldgica, e, a -20°C pode permanecer por 12 meses. A estabilidade
da IgY também se apresenta em ampla faixa de pH. Para pH acido, s0 inicia a perda da
atividade quando o valor é inferior a 3, e com relacéo a faixa de pH basico, a atividade se

reduz apenas em valores superiores a 12 (SANTOS, 2012).

Muitas podem ser as vantagens na utilizacdo da IgY (Figura 2), j& que possuem
baixo custo de producdo e poucos animais S80 necessarios para sua obtecdo em escala
de miligramas, permitindo o uso de estruturas laboratoriais mais simples e menores. Além
disso, apds o estimulo pela vacinacdo com o antigeno, a imunoglobulina é liberada na
gema dos ovos, 0 que permite a obtencao e purificacdo dos anticorpos sem necessidade
de utilizar métodos que causam dor e sofrimento ao animal, fato que ocorre na producao
de anticorpos em outros animais de laboratério (SCHADE et al., 1996). Ou seja, a meto-

dologia de producéo da IgY atende aos principios da politica dos 3Rs.

Um outro fator que estimula o uso da IgY na pesquisa cientifica € a distancia filoge-
nética das aves para os mamiferos, minimizando as reac¢des cruzadas nos testes sorolo-
gicos, ja que néo se liga a receptores Fc (de funcdo constante) em mamiferos, ndo reage
com o sistema complemento, ndo se liga ao fator reumatoide e ndo reage com proteina G

de estreptococos e proteina A de estafilococos (SANTOS, 2012).
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Figura 2: Vantagens da producéo e utilizagéo da IgY

A partir da determinacdo da Unido Européia de proibir que animais de criacdo e
granja recebam antibioticos e pela validagdo da ECVAM (SCHADE et al., 1996) da meto-
dologia de producéo de IgY como método alternativo e a possibilidade do seu uso na
imunizagdo passiva como substituicdo ao uso dos antibiéticos, vem estimulando a sua
utilizacao colocando como metodologia promissora de producdo de anticorpos. Outra uti-
lizag&o, que surgiu nos ultimos anos, foi na medicina veterinaria, no controle e tratamento
de diarreias bacterianas (CHALGHOUMI et al.,, 2009; DIRAVIYAM et al., 2014;
ZORRIEHZAH et al., 2016; THU et al., 2017). Hermans e colaboradores (2014) afirmam
gue a imunizacgao passiva reduz a colonizacao e transmissédo de Campylobacter jejuni em

frangos de granja.

A legislagédo da unido europeia, proibe o uso de animais para fins cientificos total-
mente em situa¢cdes como o teste de cosmeético e intitui 0 suporte ao uso de métodos
alternativos pela ECVAM (DIRECTIVA 2010/63/UE DO PARLAMENTO EUROPEU E DO
CONSELHO DA UNIAO EUROPEIA, 2010 pag.176). Ja legislacao brasileira (lei 11794 de

2008 (BRASIL, 2008)) ainda né&o institui proibigcdes, mas restringe o uso de animais de
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laboratério e recomenda a avaliagdo dos projetos cientificos pelo comité de ética de uso
de animais (CEUA) da instituicdo de pesquisa onde o mesmo sera executado. Este comité
devera ser credenciado pelo CONCEA (Conselho nacional de controle de experimentacéo
animal - Org&o que estabelece normativas reguladoras para uso de animais de laboratério

em pesquisa).

2.3. Genéro Campylobacter

2.3.1. Caracteristicas

As bactérias do género Campylobacter sdo morfo-tintorialmente bastonetes Gram
negativos, encurvados, em forma espiralada ou de "S", que ndo esporulam e medem 0,2
a 0,5 ym de diametro de largura e 0,5 a 5,0 ym de comprimento; podem se apresentar
com formas cocoides nos cultivos antigos e geralmente sdo méveis gracas a um flagelo
localizado em uma ou nas duas extremidades da célula (BERGEY; HOLT, 2000; LAURIA-
FILGUEIRAS, 2000). Sao quimiorganotroficos, tém metabolismo respiratorio; sdo incapa-
zes de utilizar acucares (nem oxidacdo nem fermentacao); apresentam na sua bioquimica
de identificacdo a prova citocromo oxidase positiva; producdo da enzima catalase variavel;
nao hidrolisam a gelatina nem a uréia (com excec¢ao as linhagens atipicas do Campylo-
bacter lari e linhagens do Campylobacter sputorum biovar Paraureolyticus) e sédo despro-
vidos de lipase (ESTEVES et al., 2011).

Este género foi proposto em 1963 por Sebald e Véron para uma bactéria conhecida
pelo nome de “Vibrio fetus”. Na década de 70, incluiram no género Campylobacter novas
espécies e, em funcdo de suas caracteristicas fenotipicas, elas foram repartidas em 3
grupos: os que produzem a enzima catalase e ndo produzem H2S (Campylobacter fetus
subsp. fetus e Campylobacter fetus subsp. venerealis); os que produzem a enzima cata-
lase e produzem H2S (C. coli e C. jejuni) e 0s que ndo possuiam a enzima catalase
(Campylobacter sputorum subsp. bubulus e Campylobacter sputorum subsp. sputorum)

(VERON; CHATELAIN, 1973). Atualmente, esse género conta com trinta e duas espécies
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e 13 subespécies. O reconhecimento nos Ultimos anos de algumas espécies como pato-
genos humanos, reforcou também a sua importancia na medicina veterinaria, ja que al-
guns sao reconhecidamente agentes de importantes zoonoses (doencas transmitidas na-
turalmente de animais vertebrados ao homem e vice-versa) como C. jejuni, C. coli e C.
fetus subsp. fetus. Estudos em modelos animais tém ajudado a elucidar alguns dos me-
canismos patogénicos desses agentes, especialmente quanto aos fatores de viruléncia
(ON et al., 1998).

As bactérias Campylobacter jejuni e Campylobacter coli séo as principais espécies
patogénicas para primatas. A infec¢ao por C. jejuni, geralmente é mais agressiva do que
€ causada pela C. coli. Como as demais bactérias Gram negativas, o Campylobacter pos-
sui varias proteinas capazes de estimular o sistema imune principalmente a “Outer mem-
brane proteins” (OMPs-que séo lipoproteinas presentes em grande quantidade) e a Fla-
gelina (principal proteina de flagelo). No C. jejuni predomina a flagelina A e no C coli pre-
domina a flagelina B. A deteccdo destas pela PCR permite a identificacdo da espécie
(LOGAN; HARRIS; TRUST, 1987).

Segundo Fernando e colaboradores (2008) é possivel verificar na sequéncia de
aminoécidos correspondentes a peptideos das proteinas soluveis de Campylobacter jejuni
(fragmentos da flagelina A, principalmente os fragmentos P8 (aas:176-205), P16 (aas:376-
405), P21 (aas:501-530) e P22 (aas:526-555)) que demonstram ser 6timos imundgenos,
funcionando como moléculas estimuladoras de células que produzem anticorpos. Tais
fatos corroboram para a utilizacdo do antigeno bruto de proteinas sollUveis como estimu-

lador para a producéo de anticorpos.

2.3.2. Campylobacteriose e a sua ocorréncia em PNH

A campilobacteriose foi descrita como doenca no século XIX, entretanto, so foi re-
conhecida como zoonose e estudada em detalhe a partir da década de 1970. A doenca
tem distribuicdo mundial e pode causar, desde diarréias autolimitadas até graves entero-
colites (ACHA; SZYFRES, 2005). Em humanos, ja foi identificado como causador da sin-
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drome de Guillain-Barré e também como causador de septicemias fatais, sendo conside-
rada pela OMS e pelo CDC como uma das principais doencas diarreicas do mundo (CDC,
2014; WHO, 2011).

Em alguns animais ha o desenvolvimento da doenca, geralmente com sintomas
diarreicos, todavia outros pode portar o micro-organismo de forma assintomatica
(PIELSTICKER et al., 2012). A doenca foi detectada e descrita pela primeira vez em ani-
mais de laboratério em 1982 por Fox e colaboradores (1982). O mecanismo de viruléncia
priméria utilizada pelo Campylobacter sp. para produzir colite ainda € obscuro. No entanto,
ja é reconhecida a participacdo de enterotoxinas e citocinas no processo de “invasao”
bacteriana no organismo (WASSENAAR, 1997). A partir do final da década de 1980 e
inicio da década de 1990 surgiram os primeiros relatos de infeccdo de animais do género
Macaca com Campylobacter jejuni (RUSSELL et al., 1989). E foi descrita no mundo e no
Brasil a susceptibilidade das espécies do género Macaca, de criatorios cientificos, desti-
nadas ao uso como biomodelos em diferentes localidades, a bactéria Campylobacter jejuni
(LAURIA-FILGUEIRAS, 2000; CYSNE, 2007; CLEMMONS et al., 2014).

Paul-Murphy (1993) fez a primeira correlacdo de casos de enterocolites geradas
por infecgbes bacterianas em Macaca mulatta. Estudos seguintes demonstraram que as
enterocolites recorrentes causadas por Campylobacter spp. foram confirmadas como a
principal causa de morbidade em colénias de PNH mantidos em cativeiro (SESTAK et al.,
2003). Estas coldnias de cativeiro, ha sua maioria se concentram em centros pesquisa e

sao criacdes de PNH para uso como biomodelos.

Em funcao dos relatos da doenca em animais de cativeiro, foi reforcada a neces-
sidade da pesquisa destes agentes e acompanhamento do “status” sanitario dos animais
mantidos em instalacdes de criacdo, através de avaliacdes clinicas e microbioldgicas pe-
ribdicas (ANDRADE, 2002), de forma a viabilizar a experimentacao cientifica com estes
animais, ja que tais infec¢cdes também podem interferir no desenvolvimento das pesqui-

sas, gerando resultados duvidosos.

Com as analises periddicas do “status” sanitario & possivel verificar se os animais

infectados da col6nia sé@o fonte potencial de contaminacdo para os animais saudaveis e
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seus tratadores, que fazem o manejo e tem contato direto (SASSEVILLE; DITERS, 2008).
DASSANAYAKE e colaboradores (2005) observaram em seus registros que animais da
espécie Macaca mulatta, podem desenvolver a forma grave da doenca, inclusive com
septicemia. Os filhotes desmamados com menos de seis meses, SA0 mais susceptiveis a
desenvolver a campilobacteriose de forma grave e geralmente evoluem a obito (BAZE;
BERNACKY, 2002; KALASHNIKOVA et al., 2006).

2.4. Métodos de deteccédo do agente bacteriano

A deteccao de Campylobacter sp. em amostras de alimentos e fezes pode ser rea-
lizada por diversas metodologias: o microcultivo (método padréo ouro), ensaios imunoen-
zimaticos (kits comerciais) e por técnicas de biologia molecular (deteccédo de sequencias

conservadas de Campylobacter spp).

Os métodos moleculares, apesar de eficientes (MEDEIROS et al., 2014), ainda séo
bastante custosos, e necessitam de um laboratério adaptado para essa metodologia.
Ghosh e colaboradores (2014), apesar de indicarem as técnicas moleculares para detec-
cdo de Campylobacter, apontam para o ensaio imunoenzimatico como uma alternativa de
técnica com excelente precisdo, ressaltando sua aplicabilidade em laboratérios com pou-
cos recursos. Nos seus estudos de deteccdo, a PCR apresentou a maior sensibilidade
(96,69%), mas seu valor preditivo positivo (85,40%) foi o mais baixo. O ELISA foi capaz
de detectar o antigeno de Campylobacter em 114 amostras de fezes e, portanto, apresen-
tou alta sensibilidade (94,21%). Em contrapartida, a coloracdo de Gram juntamente com
a cultura (Técnica Padréo Ouro) teve 100% de valor preditivo positivo (a probabilidade do

individuo estar realmente com a infec¢do quando o resultado do teste € positivo).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ghosh%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24695473
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2.4.1. Cultura (Técnica Padrdo Ouro)

A deteccdo de Campylobacter sp. em amostras alimentares e fezes, pelo método
classico, preconizado pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2011), consiste na cultura destas
bactérias a partir do material para anélise, em meio 4gar seletivo, a 42°C e atmosfera com
oxigénio reduzido pela passivacdo do cobre, seguida de posterior confirmacdo pelo mé-
todo de Gram e provas bioquimicas (ESTEVES et al., 2011). Neste processo h& inimeras
limitagdes, principalmente a necessidade de 4 a 5 dias para o crescimento e identificacao,
todavia € o método onde se observa melhor especificidade e valor preditivo positivo
(GHOSH et al., 2014).

2.4.2. Testes imunoenzimaticos (ELISAs) para deteccdo de antigenos de

Campylobacter sp. disponiveis comercialmente

A literatura demonstra que varias proteinas de Campylobacter possuem a¢éao imuno-
génica o que favorece a producéo de ensaios para o diagnostico de agentes causadores
da doenca ( FERNANDO et al., 2008; BESSEDE et al., 2011; RADOMSKA et al., 2016).
Os imunoensaios podem tornar mais célere a deteccao da infeccéo, devido a reducao do
tempo de execucao do teste em relagdo a cultura, além de diminuir o custo e simplificar a
técnica quando comparado aos métodos moleculares. Com base nesse fato, ja existem
inUmeros kits comerciais, que utilizam anticorpos de captura, porém esses kits, além de
utilizarem técnicas que necessitam de um maior nimero de animais para a producéo de
anticorpos, e usar métodos invasivos para obtencao, possuem problemas de acuracia por
apresentar resultados falsos positivos e negativos conforme demonstra a tabela abaixo
(Tabela 1) (OYARZABAL; BATTIE, 2012).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ghosh%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24695473
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Tabela 1:Desempenho de kits comerciais selecionados para deteccéo direta de C. jejuni
e C. coli em amostras de fezes.

Nome do teste Tamanho da Sensibilidade Especificidade  Valor Predi-  Valor Preditivo
amostra tivo Positivo Negativo
(% Positivo) (95% CI) (95% CI)
ProSpecT™ 1049 100 (97-100) 99(98-100)
Campylobacter } -
Microplate (Re-
164
mel, Lenexa, KS) 6 % % ? %
30% (87-99) (95-100)
78 80 100 100 89
38% (62-91) (93-100)
631 89 99 80 99
3% (67-97) (98-100)
1205 89 98 78 99
8.40% (82-94) (97-99)
182 95 94 96 91
34% (88-98 (84-98)
485 99 96 90 99.7
ImmunoCard 420 98 95.9 - -
(Meridian
Bioscience, Inc.,
Cincinnati, OH) (90-100) (93-98)
485 98 94 89.4 99.7
242 90 70
(9.5%
Premier CAMPY 2073 97 96
EIA (Meridian - -
Bioscience)
(89-99)
485 99.2 96 90 99.7
6%
242 90-95 ~80
9.50%
RIDASCREEN ® 259 100 99.6 93 100
(R Biopharm,
Darmstadt, Ger-
many) 1050 69 87 36 97
9.30%
242 90 ~89
9.50%

Fonte: Traduzido de OYARZABAL; BATTIE, 2012
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Os testes comerciais, que utilizam 1gG, que séo aprovados e liberados pela US Food
and Drug Administration (FDA) tem custo elevado inviabilizando muitas vezes a sua apli-
cacdo. Um exemplo é o teste da ProSpecT (Prospect Campylobacter Microplate Assay)
gue apesar de ser considerado um dos melhores com 96% sensibilidade e 99% de espe-
cificidade, tem um custo de U$1500,00 para 48 testes (Alexon-trend-latex oxoid® dryspot).
Embora este teste, segundo Dediste e colaboradores (2003), tenha sido recomendado
para amostras de fezes, apresentando maior acuracia que os ensaios de biologia molecu-
lar (BESSEDE et al., 2011; DEDISTE et al., 2003), varios trabalhos utilizando o kit n&o
corroboraram com os resultados indicados pelo fabricante (OYARZABAL,; BATTIE, 2012).
Além disso, antes de detectar o antigeno, a amostra deve passar por um meio de enrique-
cimento ou processo de filtracdo, o que eleva o tempo de deteccdo a patamares proximos
aos da cultura classica (BESSEDE et al., 2011).

Portanto, a producédo de imunoglobulina Y para desenvolvimento de kit imunodiag-
nostico de deteccdo de Campylobacter sp. pode, além de seguir o principio dos 3Rs, ser
vantajosa em relacdo ao tempo e ao custo quando comparada a metodologias como cul-
tura e as técnicas moleculares, melhorando também a acuracia em razédo de algumas
vantagens imunolégicas que incluem: a IgY néo se ligar a receptores Fc de mamiferos,
nao ativar o sistema complemento, ndo se ligar ao fator reumatoide, nao reagir com pro-
teina G de estreptococos e nem com a proteina A de estafilococos, além de apresentar
distancia filogenética das imunoglobulinas produzidas em mamiferos, ja que é produzida
em galinhas, desta forma levando a reducéo das reacdes cruzadas entre antigeno-anti-
corpo (SCHADE et al., 1996 , 2005).

3. JUSTIFICATIVA

Este trabalho se justifica pela necessidade de um método de diagnostico rapido e
simples que possibilite acompanhar o status sanitario de uma colénia de PNH mantido em
um criatdrio cientifico. Além da possibilidade de aplicar uma metodologia que utilize anti-

corpos produzidos através de um método refinado: a producdo dos anticorpos a partir da
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extracdo das gemas de ovos de aves imunizadas, que se enquadra no principio dos 3Rs
de William Russel & Rex Brunch (1959) (FLECKNELL, 2002).

A utilizacdo de IgY pode gerar um ensaio de maior acuracia, quando comparado
aos imunoensaios que utilizam imunoglobulinas de mamiferos para o diagnéstico das
campilobacterioses. Outras vantagens sdo, a reducao do tempo para o diagndstico final
desta doenca em PNH, quando comparado ao padrdo ouro que é o cultivo (LAURIA-
FILGUEIRAS, 2000), e o menor custo, quando comparado com as técnicas moleculares
(MEDEIROS, 2014).

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Produzir a IgY anti - Campylobacter jejuni e avaliar a capacidade de reconhecer
coproantigenos em amostras fecais de Macaca mulatta e Macaca fascicularis utilizando
ELISA “in house”.

4.2. Objetivos Especificos

e Construir um painel de amostras fecais e LAR provenientes de PNH do SCprim-
ICTB/Fiocruz.

e Avaliar a ocorréncia da microbiota intestinal e patdgenos presentes nas amostras fe-
cais e LAR

e Cultivar uma cepa padrdo de C. jejuni (ATCC 33291) para extracdo de antigenos imu-

nizantes.

e Imunizar a galinha poedeira com o antigeno imunizante de Campylobacter jejuni para
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obtencéo de IgY especifica anti-Campylobacter.
e |[solar, purificar e caracterizar fisico-quimica e biologicamente IgY.

e Desenvolver um teste imunoenzimatico indireto para verificar a capacidade de reco-
nhecimento da IgY especifica para C. jejuni empregando o painel de amostras fecais e
LAR de PNH

5. MATERIAL E METODOS

5.1. Locais de realizac&o das diferentes fases do estudo

As amostras de fezes e de lavado da ampola retal (LAR) foram coletadas no Servigo
de Criacdo de Primatas ndo humanos-SCPrim do ICTB/Fiocruz, posteriormente a carac-
terizacdo microbioldgica foi realizada no Laboratorio de Microbiologia do Departamento
de Ciéncias Biolégicas - ENSP/Fiocruz, sendo que a deteccéo especifica de Campylo-
bacter spp. foi realizada no Laboratério de Zoonoses Bacterianas — IOC/Fiocruz. O pro-
cesso de producdo do antigeno vacinal foi realizado no Laboratério de Tecnologia Re-
combinante — Biomanguinhos/Fiocruz e a sua purificagcao foi realizada com apoio do La-
boratério de Tecnologia Diagnéstica — Biomanguinhos/Fiocruz. As dosagens proteicas
por espectrofotometria foram realizadas no Departamento de Saneamento e Saude Am-
biental ENSP/Fiocruz. A producédo de IgY, o desenvolvimento do teste e sua aplicacdo
nas amostras foi realizado no Laboratoério de Imunodiagnéstico do Departamento de Ci-

éncias Biologicas - ENSP/Fiocruz.

5.2. Delineamento do estudo

A partir da produgéo de IgY proveniente de gemas de ovos de aves imunizadas
com extrato bruto proteico de Campylobacter jejuni, foi realizada a avaliagdo dos parame-

tros da sua producao e da sua especificidade frente ao antigeno imunizante. Verificou-se
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a capacidade de reconhecimento do antigeno nas amostras do painel composto de fezes
frescas e LAR (caracterizadas por andlises bacterioldgicas da microbiota intestinal de PNH
do ICTB/Fiocruz) através da técnica de ELISA indireto. Este estudo foi avaliado e apro-

vado pelo comité de ética da Fiocruz e recebeu a licenca LW16/17.

5.3. Obtencao das Amostras

5.3.1. Aspectos éticos

As amostras de fezes, LAR e swab retal de PNH adultos (a partir de 2 ano de vida),
foram coletadas pela equipe do setor de criacdo durante o0 manejo médico anual realizado
no periodo de Abril a Julho de 2016 (Comisséo de ética no uso animal - CEUA -Fiocruz -
licenca LW 5/16).

5.3.2. Amostras de material fecal (swab retal, LAR e fezes frescas) de primatas nao
humanos (PNH)

Cinquenta e um animais da espécie Macaca mulatta (rhesus) e vinte e nove animais
da espécie Macaca fascicularis (cynomolgus) foram utilizados como doadores de LAR e
swab retais e 10 animais da espécie Macaca mulatta e 7 animais da espécie Macaca
fascicularis foram utilizados como doadores de fezes frescas (todos animais adultos com
mais de 2 anos de vida).

O LAR foi necessério, ja que durante a captura dos animais, no manejo médico,
ocorre um esvaziamento fisioldgico da ampola retal, sendo dificil a coleta de fezes frescas
em quantidade suficiente para a montagem de um painel de amostras para avaliacéo da
acuracia do teste ELISA IgY anti-Campylobacter spp. deste estudo. A coleta dos swabs
retais foi necessaria para a realizacdo do cultivo microbiolégico para pesquisa de

Campylobacter spp. e deteccao de bactérias entéricas desses animais. Houve a oportuni-
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dade da coleta de fezes frescas, ja que alguns destes animais foram confinados individu-
almente por conta do monitoramento sanitario anual.

Com os animais anestesiados, foi coletado material fecal por meio da utilizacdo de
swab estéril que, apos introducdo na ampola retal, foi acondicionado em meio de trans-
porte Cary & Blair. O LAR foi realizado com auxilio de sonda n°® 8 para cynomolgus e n°
10 para rhesus. Foi utilizada seringa estéril de 20 mL acoplada a sonda para introdugéo
de 15 mL de solucéo fisioldgica 0.9% estéril na ampola retal, e logo apoés foi coletado, por
succdo, o maximo volume possivel. As fezes frescas foram obtidas da bandeja localizada
abaixo de cada gaiola individual. O material foi acondicionado em tubo cénico estéril de
15 mL de forma a recolher o material do topo do bolo fecal, sem contato com a bandeja.
Em seguida este tubo foi acondicionado a -20°C. O quantitativo de amostras coletadas foi:
80 swabs retais; 80 LAR; 17 fezes frescas colhidas individualmente.

O LAR de cada animal foi entdo levado ao laboratério, dividido em duas partes e,
posteriormente, cada uma das partes foi centrifugada a 3000 xg por 30 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes foram descartados e uma das partes foi ressuspensa em 2 mL de PBS
(0,018 M, pH 7,2) e a outra em 2mL de formalina 0,5%. A partir deste material, foram
preparadas aliquotas de 1mL, as porcdes ressuspensas em salina foram congeladas e as

ressuspensas em formol acondicionadas e estocadas a 4°C.

5.3.3. Amostras de fezes humanas para controle negativo

Para a determinacdo dos parametros de negatividade, foram utilizadas trés amos-
tras de fezes humanas cedidas pelo Laboratério de Parasitologia Ambiental do
DCB/ENSP. Esta medida foi necessaria, pois devido as caracteristicas de criacdo dos
animais, que vivem em confinamento em regime de harém (grupos sociais formados por
varios animais no mesmo recinto), tornou-se inviavel identificar entre as amostras coleta-
das aquelas que apresentavam resultado verdadeiramente negativo. Ressalta-se que as
referidas amostras humanas seriam descartadas. Neste estudo, foram utilizadas sem fins

de diagnastico clinico ao doador e eram codificadas pelo laboratorio cedente, ndo sendo
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possivel sua identificacdo. Para fins de utilizacdo como controle negativo houve a neces-
sidade da confirmacao da negatividade dessas amostras por meio da realizacao do cultivo
bacteriol6gico para Campylobacter spp. de acordo com item 5.4.1.1.

5.4. METODOS
5.4.1. Painel de amostras e sua caracterizacdo microbioldgica
5.4.1.1. Deteccéo de Campylobacter spp.

Os swabs que haviam sido acondicionados em meio minimo Cary & Blair para
transporte, foram posteriormente semeados em meio de cultura seletivo a base de agar
Columbia (anexo 1), acrescido com 0,4g% de carvao ativado, 0,5mL% de solucao redu-
tora de oxigénio (FBP-0,5mL% de sulfato ferroso, bissulfito de sddio e piruvato de sodio)
e 0,5mL% solucéo de antibidtico (cefalotina 81mg+ lactato de trimetoprim 25mg + vanco-
micina 50 mg + actidione 10mg + colistina 11mg + agua destilada 25mL). As placas con-
tendo os meios semeados por esgotamento, foram incubadas a 42°C por 48 horas (tem-
peratura ideal para isolamento de Campylobacter termofilico), em atmosfera ideal de mi-
croaerofilia, gerada pelo método da passivacao de cobre (ANDRADE et al., 2007).

ApoOs a incubacdo, o diagnéstico inicial foi realizado com base na morfologia colo-
nial (transparentes com brilho d'agua) e caracteristicas morfo-tintoriais em microscopia de
campo claro, a partir do método de Gram, seguindo a descricdo de Lauria-Filgueiras e
Hofer (1998). A identificagdo presuntiva das amostras foi obtida pela observagéo de bas-
tonetes curvos ou em forma de “S”, Gram negativos ou presencga de células cocdides,
caracteristicas de amostras em estagio degenerativo.

Quando as amostras apresentaram colbnias tipicas e morfologia esperada, foram
realizados, para diagnostico confirmatério, uma série de testes bioquimicos classicos (Fi-
gura 3) para confirmacdo do género bacteriano e identificagdo ao nivel de espécie
(ANDRADE et al., 2007; BRASIL, 2011). Antes da avaliacao bioquimica, uma aliquota da
amostra foi armazenada em tubo contendo agua peptonada pH 7,0-7,2, com 20% de gli-

cerol e estocada a -70°C seguindo as recomendagdes de Esteves (2011).
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C. concisus - + + - + - - |- + - + R R
C. curvus - + + - - - - - + - + ND S ND
C. rectus - + + - + - - - +* - + ND S ND
C. showae + + | ND | - - - - + - V ND R S
Arcobacter
cryaerophilus | + | V - - - - + + - - - - v R
grupo 1A
A. cryaerophilus
yaerop # |V IND| - |- - || o+ |- ; - ¥ S v
grupo 1B
A. nitrofigilis + + - - - - + + - + - - S S
A. butzleri +* - - - - V + + S R
A.skirrowii + + - - - + + V v V - S S

Figura 3: Quadro do perfil bioquimico das espécies do género Campylobacter
* (reagdo fraca) S (sensivel) + (positivo) v (reacdo variavel) R (resistente) - (negativo) ND (N&o determinado) * * TSI (Agar trés
acucares e ferro) Fonte: (BRASIL, 2011)
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5.4.1.2. Deteccéo de Enterobacteriaceae nas amostras dos PNH

Os swabs conservados em meio Cary & Blair foram também transportados ao La-
boratério de Microbiologia (LabMicro) no Departamento de Ciéncias Biolégicas —
ENSP/Fiocruz, para a avaliacdo da microbiota bacteriana intestinal, através de inoculagéo
em meios de enriquecimento, meios seletivos indicadores (Agar EMB, Agar MacConkey,
Agar SS (Salmonella-Shigella)) e meio cromogénico (Chromagar) para pesquisa de bac-

térias entéricas.

Apos isolamento, as colonias bacterianas foram visualizadas, foi realizada a colo-
racdo de Gram e posteriormente estes micro-organismos foram identificados através de
provas bioquimicas seguindo as recomendacdes de Costa e Hofer (1972) e Nogueira e
Souza-Miguel (2010) (Tabela 2).

Nos casos duvidosos o esclarecimento da identificagdo da espécie bacteriana foi

feito de forma automatizada pelo aparelho VITEK® (marca Biomerieux).
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Tabela 2: Tabela de percentuais para diferenciagédo bioquimica das principais enterobacterias pesquisadas
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Rafinse | 50

Fonte: Nogueira e Souza-Miguel, 2010.

Obs,: Shigella grupo A, B, C diferendagio: Grupo A: manitol (-), Grupo B e C: manitol (+). A diferenciagio final ¢ sorolégica.

Obsg: Para identificagio completa de Salmonella e Eschenia coli, devers ser realizada sorologia complementar.
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5.5. Preparacédo do antigeno imunizante e ainoculacéo das aves para producao
delgY:

5.5.1. Parametros de producao do extrato bruto proteico

Para determinar as condi¢cGes para obtencdo do antigeno imunizante foi neces-
sario estimar a quantidade de massa bacteriana, por isso, inicialmente, duas placas
foram semeadas com C. jejuni (ATCC 33291) seguindo o descrito no item 5.4.1.1. As
coldnias obtidas foram inativadas com solugéo salina enriquecida com 0,5% de formol
e incubadas a 4°C “overnight”. A suspenséo obtida foi submetida a dez lavagens segui-
das de centrifugacdo a 1000 x g, a 4 °C por 30 minutos com suspensao final em PBS
1X pH 7.2. O material foi novamente centrifugado a 1000 x g a 4 °C por 30 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento final foi ressuspenso em solugéo tampao
Tris-Hcl (50 mM) pH 7.5.

Para determinar a melhor forma do processo de rompimento da parede celular,
foram testados dois diferentes protocolos de sonicacdo, os dois primeiros utilizando
material diluido em tampao Tris-Hcl (50 mM) pH 7.5 (UEKI,1988). O primeiro utilizou a
sonicagcdo com ultrassom por imersao em banho de dgua (Cole Parmer Modelo: 8853),
utilizando 3 pulsos de 30 segundos de 60 Hertz com dois minutos de intervalo entre
eles. O segundo utilizou o sonicador de ponta e o material em banho de gelo (Misonix
ultrasonic liquid processors, modelo XL2000 marca MISONIX®), empregando 3 pulsos
de 2 watts de 15 segundos, com intervalo de 40 segundos). Apds procedimentos de
rompimento, pellets e sobrenadantes foram centrifugados a 1000 xg por 30 minutos,
avaliados por SDS-PAGE (anexos 4 e 5) em seguida foi determinada a concentracao
de proteinas utilizando o kit de quantificacdo de proteinas totais por BCA (Thermofis-

her®) utilizando as determinacdes do fabricante.
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5.5.2. Producéo do antigeno imunizante de Campylobacter jejuni

De acordo com os resultados de parametros iniciais de obtencéo de extrato bruto
proteico, foram semeadas 10 placas, seguindo a metodologia descrita no item 5.5.1. A
massa bacteriana foi submetida a sonicagéo utilizando sonicador de ponta (Misonix ul-
trasonic liquid processors, modelo XL 2000 marca MISONIX®) com 3 pulsos de 2 watts
de 15 segundos com intervalo de 40 segundos). Apos a lise, o material foi centrifugado
a 1000 xg por 30 minutos a 4°C, avaliado por SDS-PAGE e novamente centrifugado
(3000 xg por 15 minutos a 4°C graus). O sobrenadante foi descartado e o pellet ressus-
penso em tampéo de lise (100mM de KCI,10mM tris pH6.8 e 5 mM EDTA) (GREEN;
SAMBROOK, 2012). Um novo processo de sonicagéo foi realizado utilizando sonicador
de ponta (Misonix ultrasonic liquid processors, modelo XL2000 marca MISONIX®) com
5 pulsos de 2 watts de 15 segundos com intervalo de 40 segundos em banho de gelo
em fungéo do material bacteriano mais concentrado. O material foi submetido a ultra-
centrifugacéo por 100 000 g por 60 minutos a 4°C (Ultracentrifuga Thermoscientific Sor-
vall WX Series modelo WX ultra 80 com rotor 50 TI) e repetida alternado com a sus-
pensdo em tampéao através da lavagem com PBS para realizar a lavagem do material.
Ao fim das trés lavagens por ultracentrifugagéo, o sobrenadante foi descartado e o pre-
cipitado de proteinas suspenso em tampao detergente (0,1M de Nacl+2% de triton X-
100), por 1 hora a 37°C em banho maria. Apds esta incubacao, as trés lavagens foram
repetidas utilizando a ultracentrifugacdo. A suspenséo final foi novamente avaliada por
SDS-PAGE e quantificada pelo kit de BCA (Termoficher®) utilizando as instrucdes do
fabricante. A conservacao foi realizada a -20°C até a imunizagao.
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5.5.3. Producdo e caracterizagao das Imunoglobulinas Y

5.5.3.1. Imunizacédo das galinhas poedeiras:

Este procedimento foi revisado e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais- CEUA-Fiocruz. Numero da licenca: LW-16/17 (Anexo 5). Foi utilizada uma
galinha poedeira da raca Isa Brown, com idade entre 18-20 semanas. A ave foi seleci-
onada quanto ao peso médio de 1,8 Kg e mantida individualmente recebendo ragdo
especifica para postura e agua potavel ad libitum. No primeiro inoculo o extrato bruto
proteico de C. jejuni foi emulsionado em 250 pL de adjuvante completo de Freund
(Sigma Aldrich®). Ja nas duas inoculacdes seguintes, foi utilizado o mesmo antigeno
emulsionado em adjuvante incompleto de Freund (Sigma Aldrich®) (SANTOS,2012).
As trés inoculagdes (Figura 4) ocorreram com intervalos de 1 semana, por via intramus-
cular na musculatura peitoral (Musculus pectoralis) com um volume final de 0,5mL, dis-
tribuidos em varios pontos. Apds um intervalo de 20 dias do ultimo inoculo, 0os ovos
comecaram a ser colhidos diariamente por 4 meses e estocados de 4 a 8°C até o mo-
mento da extracdo. Durante a inoculagéo e todo o periodo de producéo dos ovos, a ave

foi avaliadas clinicamente pelo veterinario responsavel pelo projeto.

12 Dose (semanal) 22 Dose (semana 2) | 32 Dose (semana 3)

200ug de extrato bruto _
_ _ 200ug de extrato bruto proteico + 250 pL
proteico+ 250 uL de adju- _
de adjuvante Incompleto de Freund
vante Completo de Freund

Figura 4: Esquema de inoculacdes da ave
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5.5.3.2. Extracéo de IgY

O isolamento foi realizado utilizando precipitacéo por Polietilenoglicol 6000 (PEG
- Sigma Aldrich®) (POLSON et al.,1980; POLSON et al.,1985). A gema foi diluida 1:5
em PBS (0,018M, pH 7,6), essa solucao foi precipitada com 3,5% de PEG, seguido de
homogeneizagéo, incubagdo por 20 minutos e centrifugagdo a temperatura ambiente
(TA) a 5000 x g. O sobrenadante foi submetido a mais duas precipitacdes com 12% de
PEG. Ao precipitado foram adicionados 2,5 mL de PBS a 0°C, e um volume igual de
alcool etilico absoluto a 50%, seguido de centrifugacdo a 10 000 xg por 25 minutos a
5°C negativos. O precipitado foi dissolvido em 2,0 mL de PBS e submetido a congela-

mento até a utilizacdo (Polson et al., 1985).

5.5.3.3. Purificacdo da IgY utilizando a coluna “Hi-Trap IgY purification”

ApOs a extracdo, foi preparado um pool com as IgY(coletadas nos
dias:5,8,19,28,34,35,47,51, 59, 60,63 apds a ultima inoculagéo. A suspensao foi sub-
metida a um processo de purificacdo utilizando adsorc¢ao tiofilica em coluna Hi-Trap IgY
purification (GE, Healthcare). Seguindo o protocolo do fabricante (anexo 6), a coluna foi
conectada a um cromatégrafo de HPLC (AKTA protein purification system-Amershan)
para demonstracdo da representacao grafica do perfil (eletroferograma) de purificacao
final de cada passagem de amostra na coluna, através da leitura individual de cada
fracdo (2 mL). Foram realizadas 3 passagens de IgY extraida para purificacdo. Para
cada passagem as amostras e a coluna foram submetidas a um processo de prepara-
cao conforme as instru¢des do fabricante. Um total de 100 mg de IgY extraida foi apli-
cada. A solucao de ligacao (20 mM fosfato de sodio e 0,5M de K2SOa4, pH 7,5) foi utili-
zada, para a retirada do material ndo ligado. A IgY purificada foi obtida utilizando solu-
céo de eluicdo (20 mM fosfato de sodio, pH 7,5). Para a retirada de material ndo ligado
foi utilizada solugéo de limpeza (20 mM fosfato de sodio, pH 7,5; 30% de isopropanol).

A IgY purificada foi separada através das maiores leituras de absorbéancia a 280 nm.
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5.6. Caracterizacdo, perfil de producao e analise da especificidade frente ao an-

tigeno imunizante

5.6.1. Caracterizagédo da IgY anti- C. jejuni por SDS-PAGE

Foram selecionadas para avaliac@o as suspensdes dos seguintes dias apos a Ultima
inoculacao: dia 28, dia 33, dia 37, dia 44 e dia 47. Estas foram descongeladas e diluidas
1:4 em tampdo de amostra, desnaturadas por choque térmico e aplicadas no gel de
policrilamida 12% com gel de empilhamento a 4% para realizar a corrida eletroforética
por SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970). Apos a corrida eletroforética, o gel obtido foi corado
pelo comassie R-250 de acordo como protocolo desenvolvido no LATER-

Biomanguinhos (Anexo 4).

5.6.2. Determinacdo da concentracdo de IgY anti C. jejuni ap0s a extracado e puri-

ficacéo

A concentracdo de IgY apos extracdo e purificacdo foi mensurada por espectro-
fotometria a 280 nm e calculada de acordo com Lambert-Beerlaw utilizando o coefici-
ente de extingdo de 1,33 para IgY (LESLIE; CLEM, 1969).

5.6.3. Verificacao da especificidade da IgY anti C. jejuni por Western blot

As bactérias da familia Enterobacteriaceae inicialmente isoladas dos swabs re-
tais e ja identificadas previamente quanto ao género/espécie, foram semeadas em meio
liquido BHI por 24 horas a 37°C a fim de produzir massa bacteriana. As amostras, ap0s

crescimento, foram centrifugadas a 22.000 xg por 2 minutos na TA para retirada do
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meio de cultura e foram diluidas em salina estéril. Os micro-organismos isolados ultili-
zados para a realizacao do teste foram: Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Es-
cherichia coli, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Yersinia enterocolitica, e Enterobacter
sp. Neste experimento, n&o foi obtido o crescimento para as cepas isoladas de: Ci-
trobacter sp. e Klebsiella pneumoniae por isso nao foi possivel a incluséo. Foi realizado
0 SDS-PAGE segundo LAEMMLI (1970). A eletrotransferéncia foi realizada a 100 V,
durante 120 minutos (TOWBIN et al., 1979). As membranas foram incubadas em solu-
cao de bloqueio (PBS 0,05% de Tween-20 e 5% de Leite desnatado Molico - Nestlé®)
“overnight” 4°C em agitacao lenta. Realizou-se lavagens em TA por 5 minutos, trés
vezes com solucéo de lavagem em PBS-T (PBS pH 7,2 com 0,05% de Tween-20). As
membranas foram incubadas com IgY anti-Campylobacter jejuni purificada em solucéo
de bloqueio na diluicdo de 1:250 por 2 horas a 37°C em agitacao lenta. As membranas
foram lavadas e submetidas a incubacdo com conjugado anti-lgY (Sigma Aldrich®) a
1:8000 por 1 hora a 37°C em agitacao lenta em solugéo de bloqueio. Para revelacao foi
utilizada solucéao de revelagédo (tampéo Citrato-Fosfato (Sigma Aldrich®), peroxido de
hidrogénio 30-32% supra (Vetec®) e 3’3’ diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate
(Sigma Aldrich®) até o aparecimento das bandas. A reacéo foi paralisada com agua

destilada.

5.6.4. Verificacdo do reconhecimento da especificidade da IgY anti - C. jejuni
extraida por ELISA

Para analise da especificidade da IgY extraida frente a C. jejuni, placas de ELISA
(Maxi Sorb, Nunc) de fundo chato, foram sensibilizadas com 50 pL de C. jejuni em di-
ferentes concentragées (de 1:25 a 1: 2,19 x 10'3.) em tampd&o carbonato bicarbonato
(20% de Na2CO3 0,06M e 80% de NaHCO3 0,06M pH 9,6 — Sigma Aldrich®), incubadas
de 4 a 8°C “overnight”. Apés trés lavagens num volume de 250 puL com solucéo de
lavagem (PBS 0,05% de Tween 20), foram adicionadas 50 pL das diferentes concen-
tracoes de IgY extraida (1:10 a 2,19 x 10 1) e IgY purificada (1:1000 a 1:2 048 000) em

solucéo de diluicdo (PBS 0,05% de Tween 20 contendo substancias bloqueadoras). As
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substancias bloqueadoras testadas foram leite desnatado Molico- Nestlé® nas concen-
tragOes de 1%, 2%, 5% e 10 % e BSA (soro albumina bovina) nas concentracdes de
1%, 5% e 10%. Ap0s, foi realizada incubacao (1h a 37°C) e lavagens conforme descrito
anteriormente. Foram adicionados 50 pL anti-lgY conjugada a peroxidase (Sigma Al-
drich®) utilizada nas dilui¢des de 1:1000, 1:8000, 1:30 000 respectivamente em solucao
de diluicdo, seguidas de incubacéo por 1h a 37°C. Apds nova lavagem, a revelacao foi
realizada, protegida da luz, com 50 puL de solucéo reveladora TMB (tetrametilbenzidina-
Sigma Aldrich®) por um periodo de vinte a trinta minutos observando os controles ad-
quirir coloracédo. A reacao foi paralisada com 50 pL de acido sulfdrico 1M (VOLLER; D.
E. BIDWELL; BARTLETT, 1976). Para a andlise, foi utilizado leitor de microplacas (Test
Line—Biotech Instruments, USA), com filtro de referéncia de 450nm (recomendac¢ao do

fabricante da solucao de revelacao).

5.7. Verificacdo da capacidade do reconhecimento dos antigenos de C. jejuni

pelalgY nas amostras de fezes e de LAR por ELISA indireto

Neste trabalho, foi desenvolvido um teste de ELISA do tipo indireto “in house”
gue segue a metodologia esquematizada na Figura 5 para fazer as avaliagcdes das
amostras. O teste teve inicio com a fixacdo do antigeno na placa, a etapa seguinte
consistiu na aplicacdo do anticorpo primario que reconheceu o0 antigeno. A segunda
etapa consistiu no reconhecimento do anticorpo primario por um anticorpo secundario
conjugado a uma enzima (peroxidase). Com a adicdo de um cromdégeno e substrato da
enzima houve a producédo de moléculas coloridas, que permitiu a medi¢do da intensi-
dade da reacdo. A reacéo foi interrompida com aplicacédo de acido para a leitura visual

e /ou quantitativa.
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PRODUTO
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TMB + SUBSTRATO ANTHY
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0 "
POCO e BLOQUEIO

Fonte :traduzido do site :https://www.leinco.com/indirect ELISA . Acessado em 14/06/2017
Figura 5: Esquema de ELISA indireto

5.7.1. Avaliacdo dos parametros para utilizacdo do ELISA com a IgY - anti-

Campylobacter spp. “in house”

Antes da utilizacdo do método ELISA indireto com a IgY produzida, foi necessa-
ro o ajuste da concentracdo das amostras de LAR (positivas e negativas de acordo
com o cultivo microbiolégico), fezes humanas (negativas de acordo com o cultivo mi-
crobiolégico), IgY purificada anti - C jejuni, do conjugado anti-lgY comercial, e de
Campylobacter jejuni (ATCC 33291) lisada (considerada controle positivo - que foi ob-
tida por meio do cultivo conforme item 5.4.1.1 e lisada por meio de diluicdo em agua
estéril e congelamento a-20°C). As fezes humanas foram previamente diluidas a 0,25
g/mL em solucéo salina estéril (0,9%) (ELSEMORE et al., 2017). Apés essa diluicéo,
amostras de LAR, C. jejuni lisada e fezes humanas foram diluidas a 1:10, 1:20 e 1:40
em tampé&o carbonato bicarbonato (20% de Na2COs 0,06M e 80% de NaHCO3s 0,06M
pH 9,6) e adicionadas num volume de 50 pL em placas de ELISA (Maxi Sorb, Nunc)

com incubacédo de 4 a 8°C “overnight”. Apds a incubagao as placas foram lavadas 5


https://www.leinco.com/indirect_ELISA%20HYPERLINK%20%22https:/www.leinco.com/indirect_elisa%22
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vezes com 250 pL de PBS-T, seguida da aplicacdo de 50 uL da IgY purificada anti-C.
jejuni diluida nas seguintes concentracfes: 1:250, 1:500 e 1:1000 em solucao de blo-
queio (PBS 0,05% de Tween-20 e 1% de Leite desnatado Molico- Nestlé®) com incu-
bacé&o por 1 hora a 37°C em camara umida. Em seguida, foram realizadas 3 lavagens
com PBS-T e adicionado 50 pL de conjugado anti-IgY (Sigma Aldrich®) diluido 1:8000
em solugao de bloqueio (PBS 0,05% de Tween-20 e 1% de Leite desnatado Molico-
Nestlé®), com incubacéo a 37°C/1 h em camara Uumida, seguido de 3 lavagens com
PBS-T. A revelacao foi realizada utilizando 50 uL de TMB (tetrametilbenzidina- Sigma
Aldrich®) de vinte a trinta minutos em TA. A reacao foi paralisada com 50 pL de acido
sulfrico 1M (VOLLER et al., 1976). Para a analise, foi utilizado leitor de microplacas
(Test Line—Biotech Instruments, USA), com filtro de referéncia de 450nm (protocolo de
leitura estabelecido pelo fabricante do TMB - recomendacé&o do fabricante da solucdo

de revelacéo).

5.7.2. Aplicacdo das amostras do painel no teste de ELISA contendo a IgY anti-
Campylobacter spp. purificada (in house)

Placas de ELISA (Maxi Sorb, Nunc) foram sensibilizadas com 50 pL do material
do painel de amostras de LAR (1:10) e fezes (0,025 mg/mL) de PNH, como controles
positivos foram utilizadas, amostras de LAR positivas para C. jejuni no cultivo (1:10) e
cepa de C.jejuni lisada (1:20 e 1:40); como controles negativos, fezes humanas (0,025
g/mL), diluidas em tamp&o carbonato bicarbonato (20% de Na2COs 0,06M e 80% de
NaHCO3 0,06M pH 9,6) e incubadas de 4 a 8°C “overnight”. Apds a incubacgao as placas
foram lavadas 5 vezes com 250 uL de PBS-T, seguida da aplicacdo de 50 pL da IgY
purificada anti-C.jejuni diluida 1:1000 em solug&o de bloqueio (PBS 0,05% de Tween-
20 e 1% de Leite desnatado Molico- Nestlé®), com incubacédo por 1 hora a 37°C em
camara umida. Apos foram realizadas 3 lavagens com PBS-T e adicionado 50 pL do
conjugado anti-lgY (Sigma Aldrich®) em solucéo de bloqueio (PBS 0,05% de Tween-

20 e 1% de leite desnatado Molico- Nestlé®) diluido 1:8000, com incubacao por 1 horas



57

37°C em camara umida, seguido de 3 lavagens com PBS-T. A revelacao foi realizada
utilizando 50 pL de TMB (tetrametilbenzidina- Sigma Aldrich®) em incubacgé&o de vinte
minutos em TA ao abrigo da luz. A reacao foi paralisada com 50 pL de acido sulfarico
1M (VOLLER et al., 1976). Para a andlise, foi utilizado leitor de microplacas (Test Line—
Biotech Instruments, USA), com filtro de referéncia de 450nm (protocolo de leitura es-
tabelecido pelo fabricante do TMB).

5.7.3. Teste de dopagem das amostras de LAR

Antes de sensibilizar com as amostras de LAR (positivas na cultura e negativas
no ELISA), foram diluidas 1:5 em tampéao carbonato bicarbonato (20% de Na2COs
0,06M e 80% de NaHCO3 0,06M pH 9,6). A suspenséao de bactérias lisadas foram dilu-
idas 1:50 em tampdo carbonato bicarbonato (20% de Na2CO3s 0,06M e 80% de NaHCO3
0,06M pH 9,6). Essa diluicao foi aplicada em duplicata (50 uL) na placa de ELISA (Maxi
Sorb, Nunc). Em seguida, as amostras de LAR sofreram dopagem, cada poco recebeu
50 pL da diluicao da bactéria lisada. Para os pocos de controle positivo foi aplicada,
além dos 50 pL da diluicdo da bactéria lisada, mais 50 pL de pbs estéril. A placa foi
incubadas de 4 a 8°C “overnight”. Apds a incubacao a placa foi lavada 5 vezes com 250
uL de PBS-T, seguida da aplicacdo de 50 pL da IgY purificada anti-C. jejuni diluida
1:1000 em solucédo de bloqueio (PBS 0,05% de Tween-20 e 1% de leite desnatado
Molico- Nestlé®), com incubacédo por 1 hora a 37°C em camara umida. Apds foi reali-
zada 3 lavagens com PBS-T e adicionado 50 pL do conjugado anti-IgY (Sigma Aldrich®)
em solucdo de bloqueio (PBS 0,05% de Tween-20 e 1% de leite desnatado Molico-
Nestlé®) diluido 1:8000, com incubacéo por 1 horas 37°C em camara umida, seguido
de 3 lavagens com PBS-T. A revelagéo foi realizada utilizando 50 pL de TMB (tetrame-
tilbenzidina- Sigma Aldrich®) em incubacao de vinte minutos em TA ao abrigo da luz.
A reacdao foi paralisada com 50 pL de acido sulfarico 1M (Voller et al., 1976). Para a
analise, foi utilizado leitor de microplacas (Test Line—Biotech Instruments, USA), com

filtro de referéncia de 450nm (protocolo de leitura estabelecido pelo fabricante do TMB).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Painel de amostras e sua caracterizagéo

Como ja dito anteriormente, a criacdo deste painel visou detectar as bactérias
pertencentes a microbiota intestinal dos PNH para auxiliar na avaliacdo da deteccdo
exclusiva de Campylobacter do teste imunoenzimatico construido durante o desenvol-
vimento deste estudo, todavia, varias informacdes pertinentes podem ser discutidas a
partir dos achados deste material.

As amostras de swabs retais coletados da espécie Macaca fasciculares apre-
sentaram em todos os espécimes, presenca de membros da familia Enterobacteriaceae
(bastonetes Gram negativos que realizam reducao de nitrato a nitrito, fermentacéo de
glicose e ndo possuem a enzima citocromo-oxidase). Esta familia, inclui uma série de
bastonetes Gram negativos, cuja maioria habita o intestino dos seres humanos e dos
animais, seja como membros da microbiota normal ou como agentes de infeccdo
(TRABULSI et al. 1999).

Segundo Costa e Hofer (1972) e de Nogueira e Souza-Miguel (2010), a diferen-
ciacdo dos géneros e espécies pode ser realizada fenotipicamente por meio de uma
série de provas bioquimicas usadas na pratica laboratorial, como ja descrito na Meto-
dologia (Tabela 2). As metodologias semi-automaticas e totalmente automatizadas,
também seguem as mesmas regras, porém adicionam mais provas para facilitar a iden-
tificacdo. Segundo Trabulsi e colaboradores (1999) nos ultimos anos a biologia mole-
cular tem avancado para auxiliar nesta identificacédo, todavia segundo Abrantes e No-
gueira (2017), os métodos fenotipicos, apesar de ndo serem a metodologia mais mo-
derna e nem definitiva, como as andlises moleculares, podem contribuir de forma muito
positiva e econémica no ambito laboratorial.

As provas bioquimicas realizadas neste estudo, a partir dos swabs coletados de
Macaca fasciculares, permitiram identificar as seguintes espécies da familia Enterobac-
teriaceae: Escherichia coli (100%), Klebsiella pneumoniae (79,31%), Citrobacter sp.
(10,34%), Proteus sp. (13,79%), Enterobacter sp. (17,24%) e Yersinia enterocolitica
(3,45%) (Tabela 3).
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Tabela 3. Enterobacteriaceae isoladas de amostras do material fecal de

Macaca fascicularis em criatério cientifico.

Bactérias identificadas N.°de amostras positivas Percentual de isola-

(Total de animais = 29) mento (%)

Escherichia coli 29 100,00%
Klebsiella pneumoniae 23 79,31%
Citrobacter sp. 3 10,34%
Proteus sp. 4 13,79%
Enterobacter sp. 5 17,24%
Yersinia enterocolitica 1 3,45%

Os géneros Escherichia, Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter (que fazem parte
do grupo chamado de bacilos coliformes) e Proteus se enquadaram, segundo Guentzel
(1996), no que ja foi definido anteriormente como caracteristica da familia Enterobac-
teriaceae, ja que apesar de serem considerados micro-organismos oportunistas e po-
derem ser responsaveis por uma ampla gama de infec¢des, sdo também membros da
microbiota intestinal normal de humanos e outros animais e podem ser isolados de uma
variedade de fontes ambientais. A espécie Escherichia coli (E. coli), por exemplo, € o
organismo mais comumente isolado nos laboratoérios clinicos. Essa informagéo corro-
bora com os achados de Cruz e colaboradores (2016) que pesquisaram a microbiota
intestinal de uma colénia de Cynomolgos de cativeiro e encontraram em todos os es-
pécimens analisados esse micro-organismo presente.

Quando avaliamos os achados de Yersinia sp. e sua relevancia neste estudo,
nao podemos deixar de observar os trabalhos de McClure e colaboradores (1986), pois
segundo estes autores, apesar deste micro-organismo ser considerado relativamente
frequente em primatas ndo humanos da espécie Macaca fascicularis, esse fato néo
afasta a sua importancia e sua possivel participacdo em eventos gastro-intestinais nes-
tes animais, principalmente quando o isolamento é da espécie Yersinia enterocolitica,
ja que em primatas ndo humanos, essa bactéria ja foi identificada causando diarréias
com ou sem sangue, enterocolites ulcerativas e linfadenites mesentéricas sendo consi-
derada, entédo, potencialmente patogénica. Segundo Lopes e colaboradores (2010), a

espécie Yersinia enterocolitica € uma das principais bactérias patogénicas do género
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associada a agravos intestinais em primatas.

Estudos epidemiologicos tém sido realizados a fim de se investigar e determinar
a ocorréncia de enterobactérias em grupos de animais selvagens mantidos em cativeiro
visto a possibilidade de comprometimento da salude desses animais (GOMES et al.,
2011; FERREIRA et al., 2012), todavia h& outros micro-organismos bacterianos de
grande importancia em criatérios, que podem resultar em doencas com altos indices de
morbidade e mortalidade e que também possuem relevancia para a realiza¢do do con-
trole sanitario, como por exemplo o género Campylobacter (Lopes e colaboradores
(2010). Esse micro-organismo tém apresentado um alto indice de isolamento em pri-
matas ndo humanos (McCLURE et al., 1986). Chegando a ser considerado por Lopes
e colaboradores (2010) como endémico em algumas colbnias de primatas. Esses dados
corroboram com 0s nossos achados, ja que em relacdo ao cultivo de Campylobacter
spp. foi demonstrado que 22 (76%) dos animais apresentaram cultivo positivo ho ma-
terial fecal para o género, sendo que em 48,28% das amostras foi encontrada
Campylobacter coli, 13,79% apresentaram Campylobacter jejuni e em 13,79 % nao foi
possivel definir a espécie isolada pela metodologia aplicada (Tabela 4). Goncalves de
colaboradores (2010) relatam que Macaca fascicuraris tem o habito diurno, e a prefe-
réncia alimentar por pequenos insetos, o que leva aos animais a se alimentar dos inse-
tos caidos no chéo e se reinfestar, esse fato, pode ser uma justificativa para a persis-
téncia de percentuais de animais portadores de Campylobacter sp. superior a 70%,
mesmo com a implementacdo de medidas de prevencéo e higiene descritas por An-
drade e colaboradores (2007), como autoclavacao da racdo, dos instrumentos de lazer
e higienizagéo das frutas com hipoclorito.
Tabela 4- Isolamento Campylobacter spp. nas fezes de Macaca fascicularis em

criatério cientifico.

Bactérias identificadas N.°de amostras positivas Percentual de iso-
(Total de animais = 29) lamento
(%)
Campylobacter coli 14 48,28%
Campylobacter jejuni 4 13,79%
Campylobacter sp. 4 13,79%

Na colbénia de Macaca mulatta, de forma semelhante ao que foi visto em Macaca
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fascicularis, as amostras de swabs retais coletados apresentaram em todos os animais
presenca de espécies bacterianas da familia Enterobacteriaceae. Apesar de haverem
mais individuos avaliados nesta col6nia, o percentual de isolamento foi menor para es-
ses primatas que no grupo anterior. As seguintes espécies foram encontradas: Esche-
richia coli (100%), Klebsiella pneumoniae (50 %), Citrobacter sp. (30,77%), Proteus sp.
(11,54%), Enterobacter sp. (11,54%) (Tabela 5).

Tabela 5 - Enterobacteriaceae isoladas de amostras do material fecal
Macaca mulatta de criatdrio cientifico.

Bactérias identifica- N°de amostras positivas Percentual de isola-

das (Total de animais = 52) mento %

Escherichia coli 52 100,00%
Klebsiella pneumoniae 26 50,00%
Citrobacter sp. 16 30,77%
Proteus sp. 6 11,54%
Enterobacter sp. 2 3,85%

Na colbnia de M.mulatta, 73% do material fecal dos individuos avaliados, apre-
sentou somente bactérias pertencentes a microbiota normal. Seguindo a premissa de
que conhecer a microbiota bacteriana de animais de cativeiro € de extrema importancia
para definir sua condi¢éo sanitaria (CRUZ et al., 2016), pbde-se sugerir que 0s animais
pertencentes a colénia analisada neste estudo, possuem uma boa qualidade microbio-
l6gica, para utilizacdo em experimentacdo como biomodelos.

Estudos anteriores indicaram varias espécies do género Macaca como susceti-
veis ao Campylobacter sp. (CYSNE, 2007; LAURIA-FILGUEIRAS, 2000; LAURIA-
FILGUEIRAS; HOFER, 1998), tornando-se entdo, importante o monitoramento deste
agente, ja que sua presenca pode ser um possivel indicador de determinagéo do status
sanitario da colonia (FELASA, 1999).

De forma positiva, com a realizacdo da técnica classica de cultivo, nao foi possi-
vel demonstrar nas amostras de M.mulatta a presenca de Campylobacter spp. em 38

(73 %) das amostras dos animais, ja que néao foi detectado nenhum tipo de crescimento
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nos meios seletivos. Neste grupo de primatas, somente 14 (27 %) animais apresenta-
ram cultivo positivo para o género, destes, em 13,46% das amostras foi encontrada
C. coli, 11,54% apresentaram C. jejuni e em 1,92% né&o foi possivel definir a espécie
(Tabela 6).

Tabela 6 — Isolamento Campylobacter spp. em fezes de Macaca mulatta em cria-

torio cientifico.

Bactérias N° de amostras positivas Percentual de

identificadas (Total de animais =52) isolamento %
C. coli 7 13,46%
C.jejuni 6 11,54%
Campylobacter sp. 1 1,92%

O maior percentual de isolamento da espécie Campylobacter coli neste trabalho,
corrobora com os resultados encontrados por Andrade e colaboradores (2007), que
analisaram por sete anos e publicaram a exatamente 10 anos, um estudo nessa mesma
colénia. Apesar da mudanca esperada pela rotatividade de individuos, e modificacdes
sanitarias implementadas, verifica-se a manutencao deste género e preponderancia da
espécie C. coli mostrando que, a reducéo da carga bacteriana e o controle deste micro-
organismo nao ocorreu. Andrade e colaboradores, no estudo de 2007, citam ainda, a
implementagcdo de medidas de controle sanitario e uma reforma na infraestrutura do
setor com objetivo de isolamento dos animais de cada espécie de PNH da criacdo do
ICTB. Estas medidas ndo so6 reduziram a contaminacdo pela bactéria, mas também
mantiveram o0s baixos percentuais ao longo dos anos seguintes do estudo longitudinal.
Valores semelhantes foram encontrados nos animais avaliados no presente estudo.
Goncalves e colaboradores (2010) relatam habito diurno, o sedentarismo e preferéncia
alimentar por frutas dos animais da espécie Macaca mulatta, o que reduz o contato com
outras fontes de contaminagéo por Campylobacter spp.

De modo geral, a caracterizacdo microbiologica das amostras do painel, com
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referéncia a familia Enterobacteriaceae reflete, segundo Guentzel (1996), grande se-
melhanga com o que ocorre na microbiota intestinal humana. Dentro desta familia, em
apenas uma amostra, foi isolada e identificada uma bactéria potencialmente patogénica
(Yersinia enterocolitica). O que demonstra que a maioria dos animais avaliados possuia
um bom status sanitario.

Quanto ao Campylobacter spp., os percentuais encontrados reproduzem o que
foi descrito anteriormente na literatura (LAURIA-FILGUEIRAS; HOFER, 1998; LAURIA-
FILGUEIRAS, 2000;ANDRADE et al., 2007; CYSNE, 2007) para animais de cativeiro,
refletindo novamente a susceptibilidade elevada de Macaca fasciculares (aproximada-
mente 76% das amostras avaliadas) e moderada de Macaca mulatta (apenas cerca de
27% das amostras foram positivas). Destacamos que, assim como observado no tra-
balho de Andrade e colaboradores (2007), nos individuos onde ocorreu isolamento de
Campylobacter, ndo foi detectado nenhum sintoma clinico grave, sugerindo alguma
forma de adaptacdo dos animais a esse micro-organismo.

Todavia, esta possivel simbiose com os primatas estudados, ndo minimiza o fato
de que Campylobacter spp. continua presente nestas colbnias, possibilitando infec¢oes
cruzadas e possivel interferéncia nos procedimentos experimentais. O que refor¢ca mais
ainda a necessidade de producéo de um teste que possibilite uma rapida triagem dos

individuos portadores.

6.2. O antigeno imunizante produzido e a inoculacdo das aves para producao
de lgY

6.2.1. Parametros de producao do extrato bruto proteico

A figura 6, demonstra a analise complementar fisico-quimica do precipitado de
C. jejuni no SDS-PAGE apo0s a realizacdo do primeiro processo de rompimento. Foi

detectada a presenca de grande quantidade de material proteico (colunas 3 e 5) nas
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duas concentracdes aplicadas. Entretanto, mesmo na coluna 7, com o material mais
diluido foi possivel ainda detectar a presenca de material proteico residual. Na coluna
9, onde foi aplicado o sobrenadante, ndo foi possivel observar presenca de nenhum
material proteico. Pode-se concluir que este processo de sonicacdo nao foi eficaz no
rompimento da parede bacteriana para obtencdo de proteinas sollveis no sobrena-
dante. O segundo processo de sonicagéo (Figura 7) demonstra a presenca de material
proteico livre no sobrenadante apos rompimento (colunas 3, 5 e 7). A pouca quantidade
de material proteico visualizado se justifica pela pouca quantidade de material bacteri-
ano utilizado como partida (somente duas placas de cultivo), sendo observado na do-
sagem de proteinas totais do sobrenadante pelo kit de quantificacéo de proteinas totais
pelo BCA, 0,2132 mg/mL. Diante desses resultados, foi concluido que o segundo pro-
cesso apresentou a melhor eficiéncia para o rompimento da parede bacteriana, e que
diante da concentracdo encontrada, em comparacao ao que seria necessario para imu-
nizacdo e experimentos subsequentes, seria necessario um novo inéculo de partida

com material de 20 placas semeadas de C. jejuni.
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Figura 6: Andlise de SDS-PAGE em condicdes de reducao do precipitado de C. jejuni ap0s primeiro
processo de sonicacdo para obtencdo do extrato bruto proteico. A esquerda, esquema das fracdes do
padrdo de peso molecular (Benchmarck Protein Ladder); coluna 1-Padrdo de peso molecular, coluna 2-
vazio, coluna 3-preciptado diluido 1:10, coluna 4-vazio, coluna 5-precipitado diluido 1:100, coluna 6-va-
zio, coluna 7-vazio e coluna 8-sobrenadante puro
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Figura 7: Analise de SDS-PAGE em condicdes de reducéo do precipitado de C. jejuni apos segundo
processo de sonicacdo para obtencdo do extrato bruto proteico. A esquerda, esquema das fracdes do
padrao de peso molecular (Benchmarck Protein Ladder); coluna 1-Padrédo de peso molecular, coluna 2-
vazio, coluna 3-sobrenadante 1x, coluna 4-vazio, coluna 5- sobrenadante 2x, coluna 6-vazio, coluna 7-
sobrenadante 3x.

A massa do cultivo de 10 placas de C.jejuni foi submetida ao segundo processo
de sonicagao, selecionado anteriormente como o mais eficaz. No SDS-PAGE (Figura
8), na coluna 1 o precipitado apresentou uma quantidade aumentada, em relacdo ao
gel da figura 7, de material proteico. Nas colunas 2 e 3 o sobrenadante demonstrou
presenca de material proteico ainda em pouca quantidade em relacdo a massa

bacteriana trabalho (20 placas de cultivo).
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Figura 8: Andlise de SDS-PAGE em condi¢des de reducao do precipitado e sobrenadante do extrato
bruto proteico de C. jejuni ap0s sonicagcdo com material de 20 placas. A direita, esquema das fracdes
do padrdo de peso molecular (Benchmarck Pre-stained Protein Ladder); coluna 1-preciptado puro, co-
luna 2- sobrenadante 1x, coluna 3- sobrenadante 2x, coluna 4- Padrdo de peso molecular.
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Buscando melhorar o rendimento para obtencdo de proteinas solUveis no
sobrenadante e romper a parede bacteriana com maior eficiéncia, foi utilizado tampao
de lise (GREEN; SAMBROOK, 2012). Devido ao aumento da massa bacteriana (10
placas de cultivo) foi aumentado também a quantidade de pulsos de 3 para 5 para o
rompimento completo da parede bacteriana. Na avalicdo deste processo (Figura 9),
foram visualizadas nas colunas 2, 3 e 4 no sobrenadante, a presenca de material pro-
teico adequado. O precipitado foi analisado (resultados ndo mostrados), onde foi pos-
sivel observar quantidade de material proteico residual, demonstrando que este pro-
cesso foi eficaz no rompimento da parede bacteriana.E visando melhorar a obtencéo
das proteinas soluveis foi realizada as lavagens com tampao pbs em ultracentifugacao
retirando o maximo de tamp&o de lise, e permitindo a concentracao das proteinas so-
lveis no sobrenadante. A quantificacdo de proteina totais sobrenadante foi de
1,1066mg/mL.
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Figura 9: Andlise de SDS-PAGE em condi¢8es de reducgdo do precipitado de C. jejuni apés segundo
processo de sonicacao utilizando tampéo de lise com diferentes concentrac6es do sobrenadante. Le-
genda: A esquerda, esquema das frac6es do padrdo de peso molecular (Benchmarck Protein Ladder),
Coluna 1- Padrdo de peso molecular, coluna 2- sobrenadante 1x, coluna 3- sobrenadante 2x, coluna 4-
sobrenadante 3x.

Com o intuito de obter um imunégeno com menor nimero de contaminantes, foi
realizado um tratamento com solucéo de detergente (LOGAN; HARRIS; TRUST, 1987),
seguido das lavagens em ultracentrifugacéo para retirada das lipoproteinas que séao
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menos imunogénicas e dos materiais que poderiam ser téxicos a ave. Na figura 10, a
andlise por SDS-PAGE demonstrou na coluna 4 que esse tratamento se mostrou eficaz
para purificacdo do material a ser utilizado para imunizacdo. Na quantificacdo de pro-

teinas, o material tratado revelou a concentracdo de 0,6153 mg/mL.

120kDag——

70 kba

50kDa ¢——

40kDa <¢——

30kDa

20kDa —
15kDa €¢——

Figura 10: Andlise de SDS-PAGE em condi¢8es de reducgéo do precipitado de C. jejuni apds tratamento
com detergente. Legenda: A esquerda, esquema das fragbes do padréo de peso molecular (Benchmarck
Protein Ladder), coluna 1- Padrdo de peso molecular, coluna 2- sobrenadante nédo tratado com solucéo
detergente, coluna 3 - vazio, coluna 4- sobrenadante tratado com solucao detergente.

6.2.2. Periodo de inoculacéo e Producdo das Imunoglobulinas Y

6.2.2.1. Acompanhamento Clinico da galinha poedeira

Durante todo o processo experimental foi observado que a ave utilizada perma-
neceu clinicamente sadia. No processo de imunizagéo, e nos dias subsequentes, nao
houve alteracGes, nao foram detectadas dor na palpagao ou desconfortos e a galinha
alimentou-se normalmente. Apés a imunizacdo, a galinha permaneceu saudavel, com
comportamento habitual da espécie, com postura adequada e estavel, com média de 1
ovo por dia durante todo periodo de coleta. Entretanto, em funcao do calor no ambiente,

durante o verdo a galinha foi solta, visando evitar a morte e o sofrimento do animal, o
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que foi possivel por ser um galinheiro particular, visto que, a Fiocruz ndo possui um

biotério de aves.

6.3. Caracreizacdo das IgYs

6.3.1. Concentracdo de IgY anti-C. jejuni obtida ap0s a extracdo e sua caracteri-
zacao por SDS-PAGE:

As concentracdes de IgY, apos a extracdo da IgY anti-C. jejuni das gemas dos
ovos, variaram de 51,05 mg/mL (dia 11) a 0,86 mg/mL (dia 107), com média de 15,52
mg/mL. Como em cada gema o volume final de IgY extraida foi de 2,0 mL, a média de
producéo foi de 31,04 mg de IgY por gema. A figura 11 apresenta o perfil de producgéo
de IgY ao longo dos 4 meses apds a imunizacao. Foi possivel notar que nos dois pri-
meiros meses apds a imunizacao houve um perfil adequado e constante de producéo
gue diminuiu apds o terceiro més, com uma queda ainda maior no quarto més, em que
as coletas foram encerradas. Atribui-se essa queda as elevadas temperaturas ambien-
tais, embora mantivesse quadro clinico saudavel com postura natural, também foi ob-
servado uma reducdo no volume da gema. Outra possibilidade seria a necessidade de

um booster do imundgeno para ampliar novamente as concentracoes da IgYs extraidas.

Perfil de producao de IgY apos a Imunizacdo
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Figura 11: Perfil de producdo de IgY apés a imunizacdo completa medida por espectrofotometria a
280nm. As barras representam o desvio padrdo. Legenda: Colunas més 1: 18,49 mg/mL; més 2: 17,73
mg/mL; més 3: 11,36 mg/mL e més 4: 7.67 mg/mL .
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No SDS-PAGE de algumas amostras de IgY extraidas (Figura 12, colunas de 1
ao 3 e coluna 5) foi possivel verificar a presenca da cadeia leve (~ 27kDa) e a cadeia
pesada (~70kDa) Esses pesos moleculares sdo descritos por inumeros trabalhos
(POLSON,1980; SCHADE,2005; MINE, 2008; DIRAVIYAM et al., 2014; ZORRIEHZAH
et al., 2016). Foi possivel detectar ainda, a semelhanca do perfil proteico das amostras
aplicadas. Acima da cadeia pesada foram visualizados fragmentos (220 a 70 kDa), as-
sim como entre cadeia leve e pesada também foram visualizados fragmentos interme-
diarios (50 e 30 kDa), o que justificou um processo de purificacdo pela cromatografia

por adsorcéo tiofilica em coluna Hi-Trap® IgY Purification.
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Figura 12: Andlise de SDS-PAGE em condi¢8es de reducao das IgY extraidas utilizando PEG.
Legenda: A esquerda, esquema das fra¢cdes do padrdo de peso molecular (Benchmarck Protein La-
dder), Coluna 1.lgY Dia de coleta 28; Coluna 2. IgY Dia de coleta 33; Coluna 3. IgY Dia de coleta 36;
Coluna 4. Padréo de peso Molecular e Coluna 5. IgY Dia de coleta 44.

6.3.2. Especificidade da IgY extraida anti C.jejuni por Western blot

No Western blot (Figura 13), a coluna 1 demonstra que a IgY extraida foi capaz
de reconhecer de maneira especifica o antigeno imunizante. Foram visualizadas ban-
das proteicas de 78 até 7,6 kDa. O que demonstra a forte sensibilidade e especificidade

da IgY produzida frente a C. jejuni. A figura 14, demonstrou que a IgY produzida ndo
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reconheceu espécies bacterianas da familia Enterobacteriaceae presentes na microbi-
ota intestinal dos PNH (colunas 1 até 6), o que demonstrou a excelente especificidade
do imunorreagente. Entretanto, foi possivel notar o reconhecimento da IgY produzida
pelas proteinas da C.coli (coluna 7) o que mostra que houve capacidade de reconhecer
também outra espécie diferente da utilizada no antigeno imunizante pertencente ao

mesmo género bacteriano.
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Figura 13: Andlise por Western blot da reatividade IgY extraida anti-C.jejuni frente a Campylobacter
jejuni. Legenda: A esquerda esquema de fracdes do padrdo de peso molecular (kalendoscope-Bio-
Rad),coluna 1 - C.jejuni cepa ATCC33291; coluna 2 - Padréo de peso molecular.

Figura 14: Andlise por Western blot da reatividade IgY extraida anti-C. jejuni frente a bactérias da micro-
biota intestinal de PNH e bactérias do género Campylobacter. Legenda: coluna s: 1. E. coli 1;
2. E. coli 2; 3. Proteus vugaris; 4. Proteus mirabilis; 5. Yersinia enterocolitica; 6. Enterobacter sp.; 7.
Campylobacter coli
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6.3.3. Especificidade da IgY extraida frente ao antigeno imunizante pelo ELISA

A IgY extraida foi testada nas diluicbes de 1:10 a 2,19 x 10%%, frente as concen-
tracOes de antigeno imunizante de C. jejuni nas diluicdes 1:25 a 1: 2,19 x 10*3 utilizando
tanto caseina a 1%, 2%, 5% e 10% (leite desnatado Molico-Nestlé®) quanto BSA a 5%
e 10% frente as diluigcbes do conjugado anti-IgY (1:1000; 1:8000 e 1:30.000), utilizando
os dois reveladores. Os resultados demontraram que IgY extraida reconhecia o anti-
geno imunizante devido a elevada leitura por densidade Optica em todos os testes rea-
lizados impossibilitando a diferenciagéo do titulo real. Entretanto, ndo foi possivel obter
resultados repetidos dos testes realizados sugerindo que houvessem impurezas no ma-
terial, optando-se pela realizacéo da purificacdo deste imunorreagente utilizando a co-
luna Hi-Trap® IgY purification, acoplada ao HPLC, para a utilizacdo da testagem com

as amostras de PNH.

6.4. Resultados do processo de purificagcdo da IgY e caracterizacdo da IgY pu-

rificadas
6.4.1. Resultados do processo de purificagdo utilizando “Hi-Trap IgY purification”

Para que todo material fosse purificado foram realizadas trés corridas de purifi-
cacao na colula acoplada ao HPLC. No processo de purificacdo foram gerados croma-
togramas (Figuras 15 a 17), um para cada uma das trés corridas. O perfil das trés cor-
ridas foi muito semelhante demonstrando a boa reprodutibilidade do método utilizando
a coluna Hi-Trap® IgY Purification acoplada em sistema de HPLC. Nos eletroferogra-
mas das trés corridas pode ser observado trés picos: o primeiro pico correspondeu sa-
ida das impurezas do material aplicado e uma pequena parte de IgY nao ligada, o se-
gundo pico correspondeu a saida da IgY purificada. Ja o terceiro pico, correspondeu a
compostos lipidicos, liberados na ultima etapa com aplicacdo do tampé&o que contém

alcool e que haviam se ligado a coluna de forma inespecifica.

A IgY foi coletada na primeira e na segunda passagem do tubo 3 ao tubo 6, na
terceira passagem a coleta foi realizada entre os tubos 3 e 5 (Tabela 6). Na primeira
passagem houve um rendimento de 4,28 mg/mL de IgY purificada, na segunda 3,43
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mg/mL e na terceira passagem 2,45 mg/mL.
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Figura 15: Perfil cromatogréfico da IgY utilizando adsorcéo tiofilica acoplado ao sistema de HPLC da
primeira passagem de IgY extraida.
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Figura 16: Perfil cromatografico da IgY utilizando adsorcao tiofilica acoplado ao sistema de HPLC da
segunda passagem de IgY extraida.
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Figura 17: Perfil cromatografico da IgY utilizando adsorcao tiofilica acoplado ao sistema de HPLC da
terceira passagem de IgY extraida.

Tabela 7: Leituras em densidade 6tica (DO) a 280 nm e concentracédo de IgY puri-
ficada (mg/mL) ap6s as passagens na coluna Hi-Trap® IgY Purification acoplada

ao HPLC.
AMOSTRA LEITURA CONC.(mg/m)
3C1 0,015 1,1278
4C1 0,166 12,4812 Coleta de IgY purificada
5C1 0,041 3,0827
6C1 0,006 0,4511
7C1 0 0,0000
8C1 -0,005 -0,3759
3C2 0,005 0,3759
4C2 0,13 9,7744 Coleta de IgY purificada
5C2 0,042 3,1579
6C2 0,006 0,4511
7C2 0 0,0000
8C2 -0,006 -0,4511
3C3 0,005 0,3759
4C3 0,071 5,3383 Coleta de IgY purificada
5C3 0,022 1,6541
6C3 -0,003 -0,2256
7C3 -0,004 -0,3008
8C3 -0,01 -0,7519
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6.4.2. Resultado da caracterizagao fisico-quimica por SDS-PAGE da IgY purifi-
cada por Hi-Trap® IgY Purification

O SDS-PAGE da IgY purificada em condi¢des de reducédo € mostrado na figura
16. A coluna 1 mostra a IgY purificada, com um perfil semelhante ao apresentado an-
teriormente, a cadeia pesada da IgY apresentando (~70kDa), enquanto a cadeia leve
(~ 27kDa). A diminuicdo de bandas acessorias pdde ser visualizada. Entretanto, foi ve-
rificada a presenca de fragmentos entre 40 e 20 kDa ainda nédo eliminadas mesmo apos
0 processo de purificacdo. Esses fragmentos foram descritos em 2006, por Klimentzou
e colaboradores sendo chamadas de pequenas impurezas correspondentes ao peso
molecular cerca de 35 kDa (provavelmente o fragmento C-terminal do precursor da vi-

telogenina l1).

Figura 18: Analise de SDS-PAGE em condi¢Bes de reducdo da IgY purificada utilizando PEG. Legenda:
A esquerda, esquema das fracGes do padréo de peso molecular (BenchMarck protein ladder), coluna 1:

IgY purificada, coluna 2: Padrao de Peso Molecular.
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6.4.3. Verificacdo da especificidade da IgY purificada anti-C.jejuni por Western
blot

No Western blot (Figura 19), a coluna 9 demonstra que a IgY purificada foi capaz
de reconhecer de maneira especifica o antigeno imunizante. Foram visualizadas ban-
das proteicas de 75 até 15 kDa. O que demonstra a forte sensibilidade e especificidade
da IgY purificada frente a C. jejuni (coluna 9). A figura 12, demonstrou que a IgY purifi-
cada ndo reconheceu espécies bacterianas da familia Enterobacteriaceae presente na
microbiota intestinal de PNH (colunas 1, 2, 3, 4, 6, 7 e 10) o que mostra a excelente
especificidade do imunorreagente. Entretanto, foi possivel notar o reconhecimento da
IgY produzida a C. coli (coluna 8). Diante disto pudemos observar que a IgY produzida
néo foi capaz de reconhecer somente a espécie utilizada como antigeno imunizante (C.
jejuni), mas foi capaz de reconhecer outra espécie (C. coli) pertencente ao género bac-
teriano. Foi notado ainda, que a IgY purificada foi capaz de reconhecer mais fracoes
proteicas do género Campylobacter quando comparado ao reconhecimento da IgY ex-
traida (Figura 19) demonstrando que o processo de purificacdo foi capaz de retirar os
interferentes que diminuiam o reconhecimento das proteinas do género Campylobacter
e dos antigenos usados para a imunizacéo. As duas espécies de Campylobacter sédo
muito semelhantes com pequenas diferencas que vao da quantidade de expressao das
proteinas que contém no flagelo (para a C. coli-principal flagelina B e para C. jejuni —a
principal é flagelina A) e nas provas bioquimicas de identificacdo onde as da espécie

Cjejuni sao positivas para a hidrolise do hipurato e a C. coli ndo.



76

» 20kDa

Figura 19: Analise por Western blot da reatividade IgY extraida anti-C. jejuni frente a bactérias da micro-
biota intestinal de PNH e bactérias do género Campylobacter. Legenda: A esquerda, esquema das fra-
¢Bes de peso molecular (kalendoscope Bio-rad); coluna 1. E. coli 1; coluna 2. E. coli 2; coluna 3. Proteus
vugaris; coluna 4. Proteus mirabilis; coluna 5. Padréo de peso molecular; coluna 6. Yersinia enterocoli-
tica; coluna 7. Enterobacter sp.; coluna 8. Campylobacter coli; coluna 9. Campylobacter jejuni coluna 10
.vazia

6.5. Especificidade e afinidade dos antigenos de C. jejuni pelalgY nas amostras

de fezes e de lavado da ampola retal por ELISA indireto.

6.5.1. Avaliacdo dos parametros para utilizacdo do ELISA com a IgY anti-

Campylobacter spp. in house.

Foram utilizados, inicialmente, os seguintes parametros: duas amostras de LAR
positivas e duas negativas, na cultura, puras e diluidas 1:10 no tampao de fixacdo na
placa, utilizando bloqueio com 1% de leite, IgY diluida a 1:250, 1:500 e 1:1000 e com
diluicdo de 1:8000 de conjugado (parametro a utilizada na realizacdo do Western blot)
e solucédo de TMB como revelador. Com estes parametros foi possivel observar que as
amostras utilizadas puras apresentavam leituras inferiores em relacdo as diluidas em
tampéao, definindo ser necessaria a sua utilizacdo. As diluicdes de IgY (1:250 e 1:500)
utilizadas nao foram capazes diferenciar amostras negativas e positivas, ja que apre-

sentaram leituras em densidade 6tica muito semelhantes (DO das amostras positivas
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0.106 e 0.145 e negativas 0,083 e 0.153). A partir de ent&o a diluicdo 1:1000 de IgY foi
definida para ser utilizada, pois foi a que melhor diferenciou as amostras positivas e
negativas (DO positiva 0,231 e negativa.155), tanto puras quanto as diluidas.

Com objetivo de aprimorar o teste, ampliando a diferenca de leitura entre amos-
tras positivas e negativas, o ensaio foi repetido com novas diluicdes das 1:10, 1:20,
1:40 e ampliado o numero de amostras de LAR positivas e negativas na cultura, A di-
ferenca entre as leituras das amostras positivas e negativas foi pequena, com as leitu-
ras baixas( menores que 0.140 para as negativas e que 0.200 para as positivas), por
este motivo, este ensaio foi repetido nas mesmas condi¢cdes, com a inclusdo de amos-
tras de fezes humanas como controles negativos. As amostras de fezes humanas apre-
sentaram leituras de DO baixas (entre 0.058 e 0.063), bem proximas das leituras do
branco, e as amostras de lavado na diluicdo 1:10 apresentaram leituras maiores (entre
0.122 e 0.153) que os controles negativos humanos diferenciando de forma adequada
estes dois grupos. Este teste foi reproduzido com resultados semelhantes num ensaio

posterior (dados nao apresentados).

Com o intuito de obtenc&o de controles confiaveis que comprovem o funciona-
mento do teste, foi introduzido como controle positivo, associado aos parametros ante-
riores. Como controle positivo foi adicionado o cultivo de C. jejuni lisado 1:10, 1:20 e
1:40. As diluicBes de 1:20 e 1:40 foram diluicbes que obtiveram as maiores leituras, se
diferenciando dos controles negativos, demonstrando ainda, a capacidade da IgY puri-
ficada produzida reconhecer o micro-organismo em cultivo utilizado neste ensaio. A
repeticéo obteve os resultados semelhantes. Finalizando a fixacao dos seguintes para-
metros para realizar o teste com as amostras do painel de PNH: como controle negativo
(fezes humanas 0,025 mg/mL), como controle positivo (lisado de C. jejuni nas diluices
de 1:20 e 1:40 e duas amostras de LAR positivas no cultivo diluidas 1:10), IgY como
anticorpo primario 1:1000, e IgY anti-peroxidase 1:8000, com 20 minutos de revelagéo
com TMB.
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6.5.2. Aplicagédo das amostras do painel no ELISA contendo a IgY anti-Campylo-

bacter spp. purificadas (in house)

Ao aplicar o teste nas 29 amostras (50% da colonia) de LAR de cynomolgus no
teste, o resultado obtido em relacdo ao ponto de corte (média+2 desvios padréo-95%
das amostraas) foi de 22 amostras positivas e 7 amostras negativas. Ja ao aplicar o
teste nas 7 amostras de fezes, o resultado obtido em relacdo ao ponto de corte (mé-
dia+2 desvios padrao) foi de 5 amostras positivas e 2 amostras negativas.

Ao aplicar o teste nas 51 amostras (10% da colonia) de LAR de Rhesus, o resul-
tado obtido em relacéo ao ponto de corte (média+2 desvios padréo) foi de 25 amostras
positivas e 26 amostras negativas. J& ao aplicar o teste nas 10 amostras de fezes, o
resultado obtido em relacdo ao ponto de corte (média+2 desvios padrao) foi de 7 amos-

tras positivas e 3 amostras negativas.

Considerando o resultado reunindo as 80 amostras de LAR das duas espécies
do género Macaca, o resultado obtido em relacdo ao ponto de corte (média+2 desvios
padrdo) foi de 48 amostras positivas e 32 amostras negativas. Ja ao aplicar o teste nas
17 amostras de fezes, o resultado obtido em relacao ao ponto de corte (média+2 des-
vios padrao) foi de 14 amostras positivas e 3 amostras negativas. Estes parametros de
resposta ndo podem ser comparados a outros testes imunoenzimaticos, pois nao foi

encontrado na literatura testes que utilizem este tipo de amostra clinica (Figuras 20-22).

Placa 1 de LAR
amostra leitura 1 | leitura 2 | média | Resultado microbiologia | Resultado Elisa
Cynol 0,128 0,113 |0,1205 Campylobacter sp. Positivo
Cyno2 0,122 0,129 |0,1255 Campylobacter jejuni Positivo
Cyno3 0,149 0,135 | 0,142 Campylobacter jejuni Positivo
Cyno4 0,144 0,134 | 0,139 Campylobacter jejuni Positivo
Cyno5 0,149 0,135 | 0,142 Campylobacter coli Positivo
Cyno6 0,191 0,142 |0,1665 sem crescimento Positivo
Cyno7 0,163 0,137 0,15 sem crescimento Positivo
Cyno8 0,237 0,268 |0,2525 Campylobacter coli Positivo
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Placa 1 de LAR (cont.)

amostra leitural | leitura2 | média resultado microbiologia resultado ELISA
Cyno9 0,166 0,116 | 0,141 negativo Positivo
Cynol0 0,074 0,075 |0,0745 Campylobacter coli negativo
Cynoll 0,164 0,147 |0,1555 Campylobacter sp. Positivo
Cynol2 0,255 0,119 | 0,187 negativo Positivo
Cynol3 0,093 0,069 | 0,081 Campylobacter coli negativo
Cynol4 0,121 0,088 |0,1045 negativo Positivo
Cynol5 0,202 0,155 |0,1785 negativo Positivo
Cynol6 0,161 0,109 | 0,135 negativo Positivo
Cynol7 0,11 0,079 |0,0945 Campylobacter coli negativo
Cynol8 0,117 0,08 |0,0985 Campylobacter coli negativo
Cynol9 0,119 0,091 | 0,105 Campylobacter coli Positivo
Cyno20 0,223 0,19 |0,2065 Campylobacter coli Positivo
Cyno21 0,16 0,112 | 0,136 Campylobacter coli Positivo
Cyno22 0,128 0,151 |0,1395 Campylobacter coli Positivo
Cyno23 0,164 0,169 |0,1665 Campylobacter coli Positivo
Cyno24 0,248 0,268 | 0,258 Campylobacter jejuni Positivo
Cyno25 0,203 0,275 | 0,239 Campylobacter coli Positivo
Cyno26 0,133 0,125 | 0,129 Campylobacter coli Positivo
Cyno27 0,089 0,074 |0,0815 Campylobacter coli negativo
Cyno28 0,112 0,079 |0,0955 Campylobacter coli negativo
Cyno29 0,107 0,088 |0,0975 Campylobacter coli negativo
Rhesus 41 0,164 0,144 | 0,154 sem crescimento Positivo
Rhesus 42 0,269 0,138 |0,2035 negativo Positivo
Rhesus 43 0,199 0,182 |0,1905 sem crescimento Positivo
Rhesus 44 0,096 0,116 | 0,106 Campylobacter coli Positivo
Rhesus 45 0,081 0,075 | 0,078 sem crescimento negativo
Rhesus 46 0,0144 0,147 10,0807 sem crescimento negativo
Rhesus 47 0,16 0,119 |0,1395 sem crescimento Positivo
Rhesus 48 0,152 0,069 |0,1105 sem crescimento Positivo
Rhesus 49 0,127 0,088 |0,1075 sem crescimento Positivo
Rhesus 50 0,13 0,155 |0,1425 sem crescimento Positivo
Rhesus 51 0,183 0,109 | 0,146 sem crescimento Positivo
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ﬁgg;;?\lﬁz leitura 1 |leitura 2 | média | resultado microbiologia |resultado ELISA
f1 0,079 0,078 |0,0785 negativo negativo
2 0,061 0,073 | 0,067 negativo negativo
3 0,078 0,094 | 0,086 negativo negativo
ponto de corte 0,098
Figura 20: Quadro de resultado das amostras de Lar na placa 1 no ELISA
Placa 2 de LAR
amostra leitural | leitura 2 média mircerilé)litglc:)%ia resultado ELISA
Rhesus 1 0,057 0,09 0,0735 Campylobacter jejuni negativo
Rhesus 2 0,058 0,067 0,0625 negativo
Rhesus 3 0,062 0,059 0,0605 Campylobacter coli negativo
Rhesus 4 0,168 0,154 0,161 positivo
Rhesus 5 0,155 0,164 0,1595 positivo
Rhesus 6 0,325 0,325 0,325 positivo
Rhesus 7 0,247 0,199 0,223 Campylobacter coli positivo
Rhesus 8 0,084 0,081 0,0825 sem crescimento negativo
Rhesus 9 0,064 0,062 0,063 negativo negativo
Rhesus 10 0,125 0,16 0,1425 sem crescimento positivo
Rhesus 11 0,141 0,148 0,1445 negativo positivo
Rhesus 12 0,072 0,072 0,072 Campylobacter coli negativo
Rhesus 13 0,093 0,105 0,099 Campylobacter jejuni negativo
Rhesus 14 0,077 0,079 0,078 negativo negativo
Rhesus 15 0,124 0,114 0,119 Campylobacter jejuni negativo
Rhesus 16 0,184 0,19 0,187 Campylobacter coli positivo
Rhesus 17 0,21 0,178 0,194 negativo positivo
Rhesus 18 0,149 0,155 0,152 Campylobacter jejuni positivo
Rhesus 19 0,254 0,208 0,231 negativo positivo
Rhesus 20 0,205 0,303 0,254 negativo positivo
Rhesus 21 0,175 0,161 0,168 Campylobacter jejuni positivo
Rhesus 22 0,148 0,143 0,1455 sem crescimento positivo
Rhesus 23 0,097 0,119 0,108 negativo negativo
Rhesus 24 0,114 0,094 0,104 negativo negativo
Rhesus 25 0,067 0,071 0,069 negativo negativo
Rhesus 26 0,074 0,107 0,0905 negativo negativo
Rhesus 27 0,064 0,068 0,066 negativo negativo
Rhesus 28 0,089 0,139 0,114 negativo negativo
Rhesus 29 0,056 0,064 0,06 negativo negativo
Rhesus 30 0,071 0,084 0,0775 negativo negativo
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Placa 2 de LAR (cont.)

amostra leitural | leitura 2 média | Resultado microbiologia | Resultado ELISA
Rhesus 31 0,052 0,05 0,051 negativo negativo
Rhesus 32 0,076 0,063 0,0695 negativo negativo
Rhesus 33 0,074 0,114 0,094 negativo negativo
Rhesus 34 0,051 0,052 0,0515 negativo negativo
Rhesus 35 0,172 0,167 0,1695 negativo negativo
Rhesus 36 0,262 0,263 0,2625 negativo negativo
Rhesus 37 0,097 0,179 0,138 negativo negativo
Rhesus 38 0,179 0,209 0,194 negativo negativo
Rhesus 39 0,061 0,076 0,0685 sem crescimento negativo
Rhesus 40 0,061 0,115 0,088 sem crescimento negativo
Contrples leitura 1| leitura 2 | média Resul_tado_ Resultado
negativos microbiologia ELISA
fl 0,079 0,074 0,0765 negativo negativo
f2 0,121 0,099 0,11 negativo negativo
f3 0,061 0,06 0,0605 negativo negativo

Figura 21:Quadro de resultado das amostras de Lar na placa 2 no ELISA
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Placa de fezes
amostra | leitural |leitura2| média mi?ig!g’}ggia ReEsLulléaAdo
Cyno 4 0,161 0,142 0,1515 positivo positivo
Cyno 5 0,343 0,316 0,3295 positivo positivo
Cyno 6 0,254 0,225 0,2395 negativo positivo
Cyno 7 0,179 0,149 0,164 negativo positivo
Cyno 8 0,102 0,066 0,084 positivo positivo
Cyno 9 0,07 0,067 0,0685 negativo negativo
Cyno 10 0,111 0,086 0,0985 positivo positivo
Rhesus 2 0,082 0,112 0,097 negativo positivo
Rhesus 3 0,064 0,119 0,0915 positivo positivo
Rhesus 4 0,177 0,203 0,19 negativo positivo
Rhesus 5 0,077 0,108 0,0925 negativo positivo
Rhesus 6 0,063 0,109 0,086 negativo positivo
Rhesus 7 0,049 0,044 0,0465 positivo negativo
Rhesus 8 0,081 0,144 0,1125 negativo positivo
Rhesus 9 0,058 0,103 0,0805 negativo positivo
Rhesus 39 0,083 0,133 0,108 negativo positivo
Rhesus 40 0,041 0,13 0,0855 positivo positivo

Figura 22: Quadro de resultado das amostras de fezes no ELISA

6.5.3. Relacédo entre os resultados de microcultivo e do ELISA das amostras do

painel

Ao comparar os resultados obtidos, em todas as amostras de LAR do painel nas

duas metodologias, os seguintes valores foram encontrados: co-positividade de 59%

(20/34); co-negatividade de 39% (18/46). Ja se a comparacao for por espécies, as

amostras de LAR da espécie M. fascicularis (cynomolgus) obtiveram a co-positividade
de 68% (15/22) e a co-negatividade de 0% (0/7) e as amostras de LAR de M. mulata
(rhesus) obtiveram a co-positividade de 42% (5/12); co-negatividade de 46% (18/39)

(Tabela 8).
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De forma geral, 28 das 46 amostras negativas para o cultivo provenientes do
LAR, se mostraram positivas no ELISA.

Estes resultados levaram ao surgimento de questbes. Uma das mais relevantes
seria a possibilidade de amostras negativas no cultivo, que € o teste ouro (BRASIL,
2011), poderem ser positivas no teste ELISA sem estarmos frente a um falso positivo.
Para essa demanda, a literatura descreve varios episodios onde o Campylobacter esta
presente e ndo é possivel cultiva-lo, seja nos casos de bactérias viaveis, mas nao cul-
tivaveis ou mesmo, micro-organismos ja mortos, que ainda se encontram presentes no
material (BHAVSAR; KAPADNIS, 2006; OLIVER, 2005; THOLOZAN et al., 1999;
ROLLINS; COLWELL,1986) e que a sua presenca pode ser detectada pelo anticorpo
(SAILS et al., 2002).

Em contrapartida de 34 amostras de LAR positivas no cultivo, apenas 20 amos-
tras foram positivas no ELISA (co-positividade), evidenciando a possibilidade de dificul-
dade de detecc¢do dos antigenos nestas amostras. Como é a primeira vez que se utiliza
amostras de LAR em um estudo desta natureza, ndo encontramos na literatura relatos

de amostras deste tipo, que sdo positivas no cultivo e negativas nos testes ELISA.

Buscando verificar se os resultados seriam semelhantes aos encontrados no La-
vado (LAR), os parametros foram repetidos com as amostras de fezes obtidas para o
painel, que foram entdo diluidas na mesma concentra¢éo do controle negativo humano
(0,025 mg/mL). Comparando os resultados de todas a amostras de fezes reunidas com
os do cultivo bacterioldgico, foi encontrado 86% (6/7) de co-positividade e 23% (2/10)
de co-negatividade (Tabela 8). Em contrapartida, se a comparacédo for realizada em
funcdo da espécie de primata, as amostras de fezes de Cynomolgus obtiveram 100%
(4/4) de co-positividade e 33% (1/3) de co-negatividade. Por outro lado, as amostras de
fezes de Rhesus, obtiveram 66% (2/3) de co-positividade e 14% (1/7) de co-negativi-
dade (Tabela 8).
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Tabela 8 - Parametros de concordancia bruta entre os testes realizados e o resul-

tado do teste padrao ouro.

LAR de Percentual (%) Fezes de Percentual (%)
Macaca fascicularis Macaca fascicularis
Co-Positividade 68 Co-Positividade 100
Co-negatividade 0 Co-negatividade 33
LAR de Percentual (%) Fezes de Percentual (%)
Macaca mulatta Macaca mulatta
Co-Positividade 42 Co-Positividade 66
Co-negatividade 46 Co-negatividade 14
LAR das duas Percentual (%) Fezes das duas Percentual (%)
espécies espécies
Co-Positividade 59 Co-Positividade 86
Co-negatividade 39 Co-negatividade 23

Considerando os parametros de concordancia bruta, e as duas metodologias uti-
lizadas (Cultivo e ELISA), foi possivel observar que os resultados obtidos sdo melhores

para as amostras de fezes que para o LAR.

A avaliagdo das amostras de fezes corroborou com o que foi observado nas
amostras do LAR, onde um numero expressivo de amostras negativas no cultivo, se
mostraram positivas no ELISA (10/8). Esse fato confirma o que € descrito em varios
trabalhos de pesquisa, j& que algumas bactérias ndo chegam ao Laborat6rio em condi-
cOes viaveis ao cultivo (BHAVSAR; KAPADNIS, 2006; OLIVER, 2005; THOLOZAN et
al., 1999 ROLLINS, COLWELL;1986), mas a sua presenca pode ser detectada pelo

anticorpo.

Um dado extremamente interessante observado, foi a diferenca ocorrida entre a
analise dos resultados de LAR e Fezes no que concerne a co-positividade nos dois

testes (ELISA e cultura). Nas amostras de fezes obtidas de primatas utilizadas neste
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estudo, de 7 amostras positivas no cultivo, 6 amostras também foram positivas no

ELISA, evidenciando a melhor performance deste teste neste tipo de amostra.

A partir destes dados, verificamos que o desempenho do teste para estas amos-
tras esta comprometido. O INMETRO (2017) define como seletividade o grau em que o
meétodo pode quantificar o analito na presenca de outros analitos, matrizes ou de outro
material potencialmente interferente. Um método que produz respostas para varios ana-
litos, mas que pode distinguir a resposta de um analito da de outros, € chamado sele-
tivo. Visto o desempenho do teste nas amostras de fezes (figura 22) afirmamos que o
teste desenvolvido € seletivo. Entretanto, a matriz pode conter componentes que inter-
ferem no desmpenho da medicéo. Esses interferentes podem aumentar ou reduzir o
sinal, comprometendo o resultado. Adicionalmente a magnitude desse efeito também
pode depender da concentracdo (INMETRO, 2017). Seguindo este raciocinio foi possi-
vel supor que as amostras de LAR possuiam algum interferente para a sua utilizacéo
no ELISA. Com objetivo de avaliar o efeito de interferente, realizamos a o teste com a
dopagem das amostras, que € semelhante ao estudo do efeito matriz (INMETRO;
2017), uma forma de avaliar a determinacéo do efeito matriz, aplicando o teste de do-
pagem. Os resultados foram demostrados na figura 23. Nela € possivel observar que
ha uma reducdo na média da leitura da absorbancia em relacdo a média de leitura do
controle positivo. Para as amostras de Macaca fascicularis a redugao foi de 0,256
(50,59%) e para Macaca mulatta 0,312 (61%). Demonstrando a acdo dos interferentes
destas amostras de LAR, que inviabilizam a sua utilizagdo como amostra ao método de
ELISA. O que indica que apesar de facilitar a coleta individual do material nos primatas,
o LAR nédo é uma boa amostra para a realiza¢do deste ensaio, pois possuem elementos

que reduzem a leitura gerando falso negativos em relacéo ao teste padrao ouro.
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Figura 23: Gréfico referente ao ELISA com dopagem das amostras de LAR. Na primeira coluna, média
da leitura da Bactéria pura lisada, na segunda coluna, média das leituras dos LARs de Macaca fascularis
acrescidos de bactéria do controle e na terceira coluna, a média das leituras dos LARs de Macaca mulatta
acrescidos de bactéria do controle.

Os experimentos realizados até este momento, ndo permitem definir quais se-
riam estes interferentes. Segundo Tate e Ward (2004) varias sdo as substancias que
podem causar interferéncia em testes de ELISA. Com base nisso, podemos inferir que
espécimes clinicos como LAR, que sdo concentrados para a utilizagdo, podem conter
maior quantidade desse tipo de interferentes, jA que nas fezes in natura, ocorre em

contrapartida, uma diluicdo do material antes da analise pelo ELISA.

7. Conclusoes

¢ Com base na metodologia utilizada foi possivel construir um painel de amostras fe-
cais dos primatas e identificar ndo s6 Campylobacter spp. mas também membros da
familia Enterobacteriaceae pertencentes a microbiota dos PNH, como também uma

espécie potencialmente patogénica desta familia.

e Observou-se a manutengdo da maior incidéncia de Campylobacter spp. em Macaca
fascicularis dentro da criacéo do ICTB.
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Foi obtido a partir de imunizacao de galinhas com cepa padrdo ATCC, anticorpo IgY

especifico capaz de detectar espécies do género Campylobacter.

O Western blot utilizando as bactérias isoladas do painel de amostras fecais, confir-
mou a capacidade do reconhecimento pela IgY ndo s6 de antigenos especificos de

C. jejuni, mas também de outras espécies do género.

Devido ao numero exiguo de fezes de PNH obtidas no manejo, e a interferéncia de
substancias presentes nas amostras de LAR nao foi possivel determinar a especifi-
cidade do Teste de ELISA indireto.

As amostras de LAR demonstraram conter substancias capazes de gerar interferén-
cia na leitura da absorbancia evidenciando ndo ser um material adequado para a

analise por ELISA.

A utilizagéo de fezes no teste de ELISA, que utilizou a IgY purificada, permitiu melhor
desempenho que o LAR, possibilitando melhor deteccdo de Campylobacter sp.,

sendo o material indicado para um teste diagnostico para PNH.

Foi possivel, com base na politica dos 3Rs, obter um anticorpo especifico e potenci-
almente utilizadvel em outros testes/pesquisas, com apenas um animal, sem sofri-
mento ou eutanasia do mesmo, contribuindo para a ciéncia dos animais de laborat6-

rio no Brasil.

. PERSPECTIVAS

Buscar produzir um antigeno recombinante especifico de C. jejuni visando a produ-

céo de IgY com a finalidade de refinar o teste utilizado.

Ajustar as condi¢cdes adequadas a IgY purificada para determinar seus limites de

deteccéo;
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e Construir um ELISA sanduiche para pesquisa de coproantigenos de C.jejuni em fe-
zes de PNH.

e Buscar metodologias que possam reduzir as quantidade de interferentes nos LARS
com objetivo de viabilizar a sua utilizagdo para monitoramento do status sanitario
da colbnia.
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ANEXOS

Anexo 1- Bula do fabricante do meio de cultura utilizado para Campylobacter.

Columbia Agars

Columbia Agar Base * Columbia Blood Agar Base
Columbia Blood Agar Base EH ¢ Columbia Agar with
5% Sheep Blood ¢ Columbia Agar with Fildes

Enrichment and Bacitracin

Intended Use

Columbia Agar Base, without or with the addition of 5% (or 10%)
sheep blood, is a highly nutritious, general-purpose medium for
the isolation and cultivation of nonfastidious and fastidious
microorganisms from a variety of clinical and nonclinical
materials.

Columbia Blood Agar Base EH (Enhanced Hemolysis) is used
with blood in isolating and cultivating fastidious mic i
Columbia Agar with Fildes Enrichment and Bacitracin is used
in qualitative procedures for isolation and cultivation of
Haemophilus species from clinical specimens.

&

Summary and Explanation

Ellner et al.,' in 1966, reported the development of a blood
agar formulation, which has been designated as Columbia Agar.
The base achieves the more rapid and luxuriant growth obtained
fromcasein hydrolysate media with the sharply defined hemolytic
reactions, more typical colonial morphology and improved
pigment production achieved with media containing infusion
peptone.

The Columbia Agar Base is utilized as the base for media
containing blood and for selective media formulations in which
various combinations of antimicrobial agents are used as
additives.

Sheep blood allows derection of hemolytic reactions and supplies
the X factor (heme) necessary for the growth of many bacterial
species but lacks V factor (nicotinamide adenine dinucleotide),
since it contains NADase which destroys the NAD. For this
reason, Haemwophilus influenzae, which requires both the X and
V factors, will not grow on this medium. Fildes found that

supplementing nutrient agar with a digest of sheep blood sup-
plied both of these factors and the medium would support the
growth of H. influenzae* The inclusion of bacitracin makes the
enriched Columbia Agar medium selective for the isolation of
Haemophilus species from clinical specimens, especially from
the upper respiratory tract.*

Principles of the Procedure

Columbia Agar Base supplemented with sheep, rabbit or horse
blood derives its superior growth-supporting properties from
the combination of peptones prepared from pancreatic digest
of casein, peptic digest of animal tissue and beef extract. Yeast
extract and corn starch are also included in the formulation
and serve as energy sources with yeast extract being a supplier
of the B-complex vitamins.

It should be noted that Columbia Sheep Blood Agar has a rela-
tively high carbohydrate content and, therefore, beta-hemolytic
streptocooci may produce a greenish hemolytic reaction that
may be mistaken for alpha hemolysis.

Fildes enrichment is prepared by the action of the enzyme pepsin
on defibrinated sheep blood. Bacitracin is a polypeptide anti-
biotic that is active mainly against gram-positive bacteria.

Formulae

Difco™ Columbia Blood Agar Base
Approximate Formula® Per Liter
Pancreatic Digest of Caseln.
Proteoss Peptone No. 3 ...
Yeast Extract
Beef Heart Digest
Com Starch
sodium Chloride
Agar

P-Y-U-T-T-1-1-1
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User Quality Control

NOTE: Differences in the ldentity Specificatiors and Cultural Resporse testing for media offered as both Difco™ and BBL™ brands may reflect differences
in the development and testing of media for industrial and clinical applicatiors, per the referenced publicatiors.

Identity Specifications

Difco™ Columbia Blood Agar Base Difco™ Columbia Blood Agar Base EH

Dehydrated Appearance: Beige, free-flowing, homogeneous. Debycrated Appearance: Beige, free-flowing, homogenecus.

Solution: 4.4% salution, soluble in purified water Sclution: 3.9% solution, scoluble in purified water
upon boiing. Salution ks light to medium upca baiing. Sclution s light tormedium
arber, opdescant with fine precipitate. amber, car to dichtly opdescent.

Prepared Appearance: Main - Light to medium amber, slightly Prepared Appearance: Plain - Light to medium amber, clear
cpakscent to cpalescent with fine to dightly opalescent.
precipitate. With sheep blood - Medium to bright
With sheep blood - Cherry red, chesry red, cpaque, no hemalysis.
opaque, no hemalysis. Reaction 0f 3.9%

Reaction of 4.4% Solution at 25°C: pH7.3£02

Solution at 25°C: pH7.3+0.2

Cultural Response

Difco™ Columbia Blood Agar Base or Columbia Blood Agar Base EH

Prepare the medium per label directiors without (plain) and with 59 sheep blood (SB) for Columbia Blood Agar Base and with 5% sheep bload for
Columbia Blood Agar Base EH. Inoculate and incubate at 35+ 2°C with 5-10% CO, for 1848 hours.

ORGANISM ATCCT INOCULUM CFU RECOVERY PLAIN RECOVERY WITH SB HEMOLYSIS
Escherichia colf 25022 30-300 Geood Good Bata
Neisseria meningiticls 13000 30-300 Good Good Gamma (ranel
Staphyococcus aureus 25923 30-300 Good Good Bata
Streptococcus pneumonias 6305 30-300 Good Good Alpha
Streptococcus progenes 19615 30-300 Geood Good Bata
Columbla Blood Agar Base Columbla Blood Agar Base EH
Escherichia coll Staphylococcus aureus St hybcoccus aureus
ATCC™ 25922 ATCC™ 25923 ATCC™ 25923

Streptococcus
pneimoniae
ATCC™ 6305

Streptococcus

i1

The base achieves the more rapid and luxuriant growth obtained
fromcasein hydrolysate media with the sharply defined hemolytic
reactions, more typical colonial morphology and improved
pigment production achieved with media containing infusion
peptone.

The Columbia Agar Base is utilized as the base for media
containing blood and for selective media formulations in which
various combinations of antimicrobial agents are used as
additives.

Sheep blood allows detaction of hemolytic reactions and supplies
the X factor (heme) necessary for the growth of many bacterial
species but lacks V factor (nicotinamide adenine dinucleotide),
since it contains NADase which destroys the NAD. For this
reason, Haemophilus influenzae, which requires both the X and
V factors, will not grow on this medium. Fildes found that

Continued

tively high carbohydrate content and, therefore, beta-hemolytic
streptococci may produce a greenish hemolytic reaction that
may be mistaken for alpha hemolysis.

Fildes enrichment is prepared by the action of the enzyme pepsin
on defibrinated sheep blood. Bacitracin is a polypeptide anti-
biotic that is active mainly against gram-positive bacteria.

Formulae

Difco™ Columbia Blood Agar Base
Approximate Formula* Per Liter

Pancreatic Digest of Caseln
Froteosa Peptone No. 3 ..

Yeast Extract ..
Beef Heart Dlgest 3
Com Starch ..........
sodium Chloride ..

cuouvuwuwoawv



Identity Specifications

BBL™ Columbia Agar Base

Dehycrated Appearance: Fine, homogenecus, free of extraneous
materid.

Sclution: 4.25% sohuticn, soluble in purified water
upon bailing. Solution is medium, yellow
to tan, hazy.

Prepared Appearance: Plain - Medium, yellow to tan, hazy.
With sheep blood - Cherry red, opaque,
no hemolysis.

Reaction of 4.25%

Sclution at 25°C: pH7.3£02

Cultural Response

BBL™ Columbia Agar Base

Prepare the medium per label directiors without (plain) and with 5%
sheep blcod (SB). Inoculate andincubate at 35 + 2°C under appropriate
atmaspheric conditions for 48 hours (incubate C jgjuni at 42 £ 2°C for
48-72 haurs).

Escherichia coll

smgh 0COCCUS aureus
ATCC ATCC™ 25622

25922

Enterococaus
faecails
ATCC™ 32186

INOCULUM RECOVERY RECOVERY

ORGANISM ATCC™ CrU PLAIN WITH SB
Campylobacter jsjuni 33291 10° N/A Goed
Campylobacter jsjuni 33202 10° NiA Good
Candida albicans 10231 10%-10¢ NiA Goad
Escherichia col 25022 105107 NiA Good

Listeria monocytogenes 19115 10%-10¢ NiA Good
Pseudomonas asruginosa 10145 10°-10¢ Good A

Shigella flexneri 12022 1010 Good NA
Staphylococcus aureus 25923 10-10¢  Good Good, beta hemolysis
Streptococcus pneumonas 6305 10%-10¢ Good Good, dpha hemolysis
Streptococcus progenss 19615 10%-10¢ N/A  Good, beta hemolysis

BBL™ Columbia Agar Base 3

Approximate Formula*® Per Liter
Pancreatic Digest of Casaln
Paptic Dlgest of Animal Tksue

‘Yeast Extract .. .30
Beef Extract.. ]
Com Starch ... 1.0
sodium Chloride 3

w
o
cuouououuwauu

Agar...
Difco™ Columbia Blood Agar Base EH

Approximate Formula* Per Liter

Partone . RS .

Bitone H Flus .

Enzymatic Dlgest of Anlmal Tlssue

Starch...

sodium Chiorde .

Agar...

mw;ﬂwmhmnduwwmmom

Directions for Preparation from
Dehydrated Product
1. Suspend the powder in 1 L of purified warer:
Difco™ Columbia Blood Agar Base — 44 g,
BBL™ Columbia Agar Base —42.5 ¢
Difco™ Columbia Blood Agar Base EH -39 g,
Mix thoroughly.
2. Hear with frequent agitation and boil for 1 minute to
completely dissolve the powder.

w
o
cuouuouuu

. Autoclave at 121°C for 15 minutes.

4. For preparation of blood agar, cool the base to 45-50°C
and add 5% sterile, defibrinated blood. Mix well.

. Test samples of the finished product for performance using
stable, rypical control cultures.

o

Procedure
Use standard procedures to obtain isolated colonies from speci-
mens. Incubate plates at 35 + 2°C for 18-72 hours.

Since many pathogens require carbon dioxide on primary iso-
lation, plates may be incubated in an atmosphere containing
approximately 3-10% CO,.

Expected Results

After incubation most plates will show an area of confluent
growth. Because the streaking procedure is, in effect,a “dilution™
technique, diminishing numbers of microorganisms are
deposited on the streaked areas. Consequently, one or more of
these areas should exhibit isolated colonies of the organisms
contained in the specimen. Further, growth of each organism
may be semiquantitatively scored on the basis of growth in
each of the streaked areas.
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Anexo 2 — certificado de treinamento para manipulagéo dq Campylobacter sp.

Ministério da Saude

FIOCRUZ Eﬁ&)ye Oaacte’

| Fundagio Oswaldo Cruz COAMF. 0. Fiocauns

Instituto Oswaldo Gruz
Laboratério de Zoonoses Bacterisnas
Cotecao de Campwobacter

DECLARAGAC

Esta declaragso é conferida 8 PAULA BORBA CRUZ pela participacao
' ‘ﬁo Trdinamenip em Técnicas de Cultivo, Identificacdo e Manutencéo de
Linhagens de Campylobacter Spp., realizade ha Coleczo de Cempylob\acter no
periedo de 22 a 26 de fevereiro de 2016, com carga Rordria total de 40 horas.

Riy de Janeiro, 26 de fevereirg de 2016.

Shella buque

Mat. SIAPE 1630262

Curador da Colecac de Campylohacter

m

Caegav sda Centipyiosacier - Ay, Braslt, 4366, Baixa Postal 826 - CEP 21040-890 — Ria de Janeirs, R, Bram! - Payilhaa Rocha
Limz, sala 615 Teletone: + 65 21 2662-1632 1 Fai: + 5521 256241634
ctamp@fiaeruz br
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Anexo 3 -Eletroforese SDSPAGE

Preparo das amostras

As amostras serédo diluidas 1:4 em tampéao de amostras 4X e submetidas a fervura por

3 minutos em micro-ondas e submetida a choque térmico em banho de gelo.
Gel de poliacrilamida

Reunir em um frasco limpo os componentes da tabela abaixo tomando o cuidado deixar
por ultimo a TEMED e o APS 10% homogeneizar antes de aplicar entre as placas de
vidro no suporte do mini-protean Il Bio-Rad®©. Fechar o contato com a atmosfera apli-
cando 200uL de 2-butanol, o que vai acelerar a polimerizacdo. Apos verificar se o gel
esta polimerizado retira o 2-butanol com auxilio de papel de filtro. Prepara o gel de
empilhamento em um tubo limpo e aplica sob o gel de corrida e coloca o pente para a

formacéo dos pocos onde as amostras diluidas 1:4 com tampao de amostra 4x.

Reagente Gel de corrida 12% | Gel de empilhamento 4%
Agua destilada 3,29 mL 3,0mL
Solucgéo tris Hcl ph6.8 - 1,25mL
Solucéo tris Hcl ph8.8 2,5mL -
Solucéo poliacrilamida 30% 4mL 650 pL
Solucédo10% de dodecil-sul-
. 100 pL 100 pL
fato de s6dio(SDS)
Solucédo persulfato de amo-
_ 100 pL 50 pL
nio 10%
Tetramethylethylenediamine
10 pL 10 pL

(TEMED)

Corrida eletroforética

Acopla as placas com gel no suporte de corrida, as amostras sédo aplicadas nos
orificios correspondentes (20 uL) e o gel submetido a corrente a 200V por cerca de

50 minutos até o inicio da saida do corante do tampao da amostra.
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Anexo 4 -Protocolo pararevelagédo de bandas em gel de Poliacrilamida
(LATER - BIOMANGUINHO FIOCRUZ)

Solugdes
Solucéo de Fixacao (Solucédo A)

Metanol - 50%

Acido Acético - 10% )
*Para 1litro — 500mL metanol + 100mL de Acido Acético + 400mL de agua MilliQ
Solucéo de coloracéao rapida (Solucéo B)

Etanol - 5%

Acido acético - 7,5% )
*Para 1L — 50mL de etanol + 75mL de Acido Acético + 875mL de agua MilliQ
Solucéao de azul brilhante (Comassie Blue — 0,25%);
*Para 100mL — 0,25¢g de corante + 100mL de etanol 95%.
Solucao descorante

Metanol - 5%

Acido Acético - 7% )
*Para 1L — 50mL de metanol + 70mL Acido Acético + 880mL de agua MilliQ;
**Solucdes validas por 3 meses.

Procedimento de coloracédo rapida: Comassie Blue R250 e G250

No gel em um recipiente plano;

1. Adicionar aproximadamente 50mL (volume que cubra o gel) de Solugéo A,

2. Aquecer 30 segundos em micro-ondas ou 3 minutos em placa aquecedora
(~90°C);

3. Agitar 20 minutos;

4. Trocar a solucéo e repetir os passos 2 e 3 (2 vezes);

5. Descartar a solucéo de fixacao;

6. Adicionar aproximadamente 50mL e Solucdo B + 1mL de solucdo de Azul Bri-
Ihante (Comassie blue 0,25%);

7. Aguecer 60 segundos em microondas ou 6 minutos em placa aquecedora;

8. Agitar 20minutos;

9. Repetir o aguecimento até as bandas aparecerem;

10.  Descartar a Solugéao B;
11.  Adicionar solucdo descorante (volume suficiente para cubrir o gel);
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Anexo 5 - Licengca CEUA

Ministério da Salde

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz i < :
: Comissao de Etic:

Vice-presidéncia de Pesquisa e s S ties Aashonnd

Laboratérios de Referéncia

LICENGA LW-16/17

. Certificamos que o protocolo (P-35/16-2), intitulado "Deéenvolvimento de kit Imunoenzimatico

para detecgdo de Campylobacter spp. em fezes de '
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Anexo 6-Protocolo Hi-trap fabricante

Instructions 71-5004-38 AL

HiTrap™ IgY Purification HP, 5 ml

HiTrap Ig¥ Purification HP is o prepacked, ready to use, column for
purification of 1gY from egg yolk. The speciol design of the colurmin,
together with the miotrix, provides fast, simple ond ecsy separations in a
corvenient formot. The column can be operated with a liquid
chromatography system such as AKTA™. It con also be used with a
penistaltic pump or a simple syringe.
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Please read these instructions carefully before using HiTrap columns.

Intended use

HiTrap columng are intended for research use only, ond shall not be
used in any clinical or in vitro procedures for diognostic purposes.

Safety
For use and handling of the product in a sofe way, please refer to the
Sofety Dota Sheet.

T1-5004-38 AL



1 Product description

HiTrap column characteristics

The columns are made of biocompatible polypropylene that does
not interact with biomolecules.

The columns are delivered with a stopper ot the inlet and o snap-
off end ot the outlet. Table 1 lists the characteristics of HiTrap
columns,

HlTl’ﬂd' Smi

Fig 1. HiTrap, 5 ml column.
Note:  HiTrop columns cannot be opened or refilled.
Note:  Make sure that the connector is tight to prevent leakoge.

Table 1. Charactenstics of HiTrap columns.

Column volume {CV) Smi
Column dimensions 16x25cm
Column hardware pressure limit S bar (0.5 MPa)

Note:  The pressure over the pocked bed vanes depending on @
range of parameters such as the charocteristics of the
chromatography medium, semple/liquid viscosity and the
column tubing used.

71-5004-38 AL
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Supplied Connector kit with HiTrap column

Connectors Usaoge Ho. supplied
supplied
Union /16" malef  For connection of syringe to HiTrap 1
luer femialke colurmn
Stop plug female, For sealing bottorm of HiTrop column 2, 5ar?
11g°

Medium properties

HiTrap IgY¥ Purification HP is a thiophilic odsorption medium with
2-mercaptopyndine coupled to Sepharose™ High Performance.
Thiophilic adsorption was first described by Porath et al. (FEBS Lei,
1985, 185, 306-310] and is promaoted by water-structuring salts. The
interaction between protein ond ligand hos been suggested to
result from a combined electron donating ond accepting oction of
the ligand, or olternatively, as a mixed mode
hydraphilichydrophobic interaction.

The bose-matrix is o rigid, highly cross-linked, beaded ogarose
with high chemical stability.

The main application area for HiTrap IgY Purificotion HP is
purification of 1gY from chicken egg yvolk, but it con olso be used for
purification of other immunoglobulirs.

T1-5006-35 AL
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Table 2. Hifrop kg Punification HP characteristics

Ligand 2-mercoplopyridine
Liqand concentration 3 g
Eanding copacity® 100 g pure loy per 5 il cslumn
1% eqo yolk per 5 mi colurmn
Mean particle size 34 m
Beod structure Highy cross-linked sphericol ogonase
Musimwmn fiow rote 20 mlfmin
Recornmended flow rate 5 rfirnari
o stobility®
Wiarking range 3all
Cleonirg-n-place 2t 13
Storogs 4" to 30°C in 20% ethanol

. Runring conditions oocording bo the recammendatians found in Section 2 Operatian.
2 ‘Wiorkarg range pH pH inberaal where the mediom can be operoled withaut significant

change in function.

Cleaning-ir-plioce pH: pH stobility wheare the medium con be subjected ta deaning- ar
sanitza ion-in-ploce without Sgnificont chonge in funchion.

2 Operation
Buffer preparation

Water and chemicals used for buffer preparation should be of high
purity. It is recommended to filter the buffers by passing them
throwgh a 0.45 pm filter before use.

Binding buffer: 20 mM sediun phasphote, 3.5 M K50, oH 75,
Elution buffer: 20 mM sodiun phasphote, oH 7.5,
tleunlm buffer: 20 mM Sodivm phasphote, pH 7.5 with 30% h‘.l:lprﬂpl:lr'd

T1-5004-38 AL

108



109

Sample preparation
As mary of the egg yolk lipids as possible must be removed before
purification. These can be precipitated using different methods, for
exomple with water or PEG. Precipitotion with water is described
below:.

Separate the egg yolk from the egg white. To one part egg yolk odd
nine parts of distilled woter. Mix and stir slowly for & hours at 4%C
Centrifuge ot 10 000 = g, at 4*C for 25 minutes to precipitate the
lipids. Collect the supernatant containing the Igy.

While stirring slowly, add K50, to the sample to a final
concentration of 0.5 M. Adjust the pH to 7.5. Pass the sample
through a 0.45 pm filter immediately before applying to the HiTrap
lg¥ Purification HP column.

Purification
The purificotion capacity for HiTrap IgY Purification HP is
approximately 1/4 of on egg yolk per 5 ml column. This capocity
can be increased by connecting two or maore columns in series
iback pressure will increase). The recommended flow rate for

HiTrap Ig¥ Purification HP is 5 milmin,

1 Remove the stopper.

2 Fill the syringe or pump tubing with binding buffer. Using the
connectar provided, connect the column “drop to drop” to the
syringe, or pump tubing, to avoid introducing air inta the
column,

Remowve the snap-off end at the column outlet.

&4 ‘Wash the colurmn with at beast 5 column wolurmes [CV) of each
buffer: Binding, elution and cleaning buffers.

5 Equilibrote the column with 5 CV of binding buffer.

6 Apply the sample, using a syringe fitted to the luer adapter or
by pumping it onto the column.

7 Wash with at least 10 CV of binding buffer or until no matericl
appears in the effluent.

T1-5004-38 AL



110

8 Elute the gy with 10 CV of elution buffer.
9 FRegenerate the column with 8 CV of cleaning buffer.
10 Re-equilibrate the column with 5 CV of binding buffer.

Mote:  The reuse of HiTrop igY Purification HF depends an the
nature of the sampie. To prevent crass=contamination, it
should only be reused with identicol sompies.

Mote:  Ifa PIl-pump is used o max fow rate of 1-3 mi/min con be
run on o Hifrap 1 ml cofumn packed with Sephorose High
Performance medio.

Binding
Toimprove recovery of total IgY or a specific 1g¥ antibody the 0.5 M
K250, in the binding buffer con be replaced with 0.6 to 0.8 M
MNa x50, The saomple should hove the same concentration of

Ma .50, os the binding buffer. An increase in solt concentration waill,
howewver, adversely affect the purity of the eluted IgY.

Elution

The purity of the eluted g may be improwved by using gradient
elution with, for exomple, a linear gradient 0-100% elution buffer
over 10 column wolumes, followed by elution ot 100% elution
buffer for o few colummn volumes, Grodients con be achieved by
use of a liquid chrematogrophy system such as AKTA system.

3 Scaling up

For quick scale-up of purification, two or three HiTrap columns con
be connected in series {bock pressure will increase).

T1-500%-38 AL 7
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4 Adjusting pressure limits in
chromatography system
software

Pressure generated by the flow through o column affects the
packed bed and the column hardwaore, see Fig 2. Increcsed
pressure is generated when running/using one or a combination of
the following conditions:

= High flow rates

= Buffers or saomple with high viscosity
= Low temperature

» A flow restrictor

Mote:  Exceeding the flow limit (see Toble 2] may damage the
column,

fpm»-mlumn pressure

a_

| i pressure over the
packed bed

“‘- post-column pressure

Fig 2. Pre-colurmn and posi-column meosuremeanis.

T1-500:-38 AL




112

AKTA avant and AKTA pure

The system will outomatically monitor the pressures (pre-column

pressure aond pressure over the pocked bed, Apl The pre-column
pressure limit is the column hardware pressure limit [see Table 1)
The maximum pressure the pocked bed can withstand depends on
rmedia characteristics and somplefiquid viscosity. The measured

walue also depends on the tubing used to connect the column to

the instrument.

AKTAexplorer, AKTApurifier, AKTAFPLC and other
systems with pressure sensor in the pump

To obtoin optimol functionality, the pressure limit in the software
may be adjusted according to the following procedure:

1 Reploce the column witha piece of tubing. Run the pump at the
maximum intended flow rate. Note the pressure os total system
pressure, P1.

2 Disconnect the tubing ond run the pump at the saome flow rate
used instep 1. Note thot there wall be a drip from the column
vahlee, Note this pressure as P2,

3 Colculate the new pressure limit a5 a sum of P2 and the column
hardware pressure limit [see Table 1). Reploce the pressure limit
in the software with the colculated value.

The actual pressure over the pocked bed [Ap) will during run be
equal to actuol measured pressure - total system pressure (P1).

Mote:  Repeat the procedure eoch time the porameters are
changed.

5 Storage

Store the column at 4*C to 30°C in 20% ethanol.

T1-5004-38 AL g
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Ordering Information

Product

Quantity Code Mo.

HaTrap Ig¥ Purificatson HP

lx5ml  17-5111-01

Reloted products

Quantity Code Mo

HiTrop Desoiting

PO+ 10 Desalteng Column

luwSml 20-0485-B4
Sx5ml  17-1&408-01
30 17-0851-01

ACCessories Quantity Code Mo

1716° malefluer female 2 1B-1112-51

IFar connection of syringe to top of HiTrop colwmin)

Tubing connector flangeless/te femole 2 1B-1003-g8

|Far conmection of tubing to bottom of HiTrop

cofurmn)

Tubing connector flangeless/ME male 2 1B-1017-98

[Far conmection of tubing to top of HiTrap columnd

Union 1/16° fernale/6 male 6 1B-1112-57

[For comnection to orginal FRLC Systemn throwgh

bottom of HiTrop columnd

Union Ma fermale /1/16° mole 5 1B-3358-01

[Far conmection fo aniginal FPLE Systerm throwgh top

of HiTrap columin)

Union luerlock femalkefMe female 2 18-1027-12

HiTrap/HiPrep, 1/16° male connector for AKTA d 2B-a010-81

design

Ltop plug female, 17167 5 11-0004-84

[For sealing bottom of Hifrop column)

Fimgertight stop plug, 1/1&° 5 11-0003-55
T1-5004-38 AL
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Literature Quontity Code Mo
Affinity Chrormatogrophy Hondbook, Principles and = 1 1E-1022-29
Methods

Affinity Chinormatography Columns and Media, 1 1E-11Z1-Bf
Selection Gusde

Prepockad chiomatography oolumns for AKTA 1 2E-9317-78

systerns, Salection guade

T1-5004-38 AL
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For local office contoct information, visit *;E Hr_nthl:ﬂ; Eurﬂr GmbH
i i UrZINgST Sramte 5,
wwwgelifesciences comfcontact D-75111 Freibourg,
] . Germany

GE Healthcare Bio-Sciences AB

; GE Hedltheare LK Ltd
Bjorkgatan 30 -
751 84 Uppsala Littie Chalforit
Sweden Butkingharnshie, HPT ShA

LIk

www.gelifesciences.com/hitrap  GE Heoltheare Bio-Sciences Corp
www.gelifesciences.com/protein-purfication  aeg cemermial dvence
P Bos 1327 Piscatorasy,

MJ0BBSE&-132T
Lsa

GE Hedithcare Japan (orparation
Sorken Bldg.

3-25-1, Hynkunincho
Shinjuku-ku, Tosyo 169-0072
Japan

2E ond GE monogram are trodemarks af Genernal Electric Company,

AKTA, HiTrap, and Sepharcse ore trodemarks af Electne Companies companies or ore af it
subsidiaries

i A005-2014 General Electric Company = Al rights reserved.

Pressously publEbed Mar. 2005,

&l goods and services ore wald subject ta the terms ond conditions of sole afthe company within
(3E Hedlth core which supplies them, & copy of these bems ond conditions & qwailoble on reguest.
Comaoct your local GE Healthoare represantative for the most curment information,

@

T1-5004-38 40 42004
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Anexo 7 — Protocolo de transferéncia e Western blot

Material

* Tampéo de transferéncia (usar gelado)
[0 3,03 gramas tris-base
[0 14,4 gramas glicina
[ 20% do volume final (200ml) de metanol
0 Agua gsp 1Litro
* Cubade transferéncia e gel no suporte correspondente
* Papel defiltro
* Membrana de nitrocelulose com poro 0,22 um
* Gel SDSPAGE ja submetido a corrida eletroforética sem corar

* Forte para eletroforese

Procedimento

1. A montagem do gel no suporte foi realizada seguindo o seguinte esquema:

Superficie transparente do suporte

[ ]
[ 1 Espuma

L 1 Papel de filtro
Membrana de nitrocelulose

| Gel de Poliacrilamida
Papel de filtrog 1

L 1 Espuma
[ —

Superficie pretado suporte

2. O suporte foi colocado na cuba com o gelo e todo material imerso em tampéao
de transferéncia gelado.

3. Com atampa a cuba é ligada a fonte eletroforética e 0 material e submetido a
corrente de 200 volts por duas horas

4. Concluido o periodo a corrente é desligada o gel pode ser descartado e a
membrana esta pronta para a reacao de Western Blot.
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Western blot

A membrana apos a transferéncia, contendo as proteinas foi incubada overnight
com PBS-T a 0,05% acrescido de 5% de leite (tampé&o de bloqueio) a 4°C. No dia se-
guinte, a membrana foi lavada 3 vezes com PBS-T a 0,05%. Foi preparada a diluicdo
da IgY 1:250 em tampéo de bloqueio. Aplicada a diluicdo a membrana sera incubada
por uma hora a 37°C. Finalizada a incubacé&o o liquido € descartado e o processo de
lavagem foi repetido. Descarta-se a solugcéao de lavagem. Em seguida, a membrana foi
imersa em solugdo anti-igY conjugada a peroxidase (Sigma) numa diluicdo de 1:8000
(TOWBIN et al., 1979) em tampéo de bloqueio. O passo seguinte foi a incubacao por 1
hora. Finalizada a incubacéo o liquido é descartado novamente. E preparada a solucéo
de revelagédo (60ml de tampéo citrato marca sigma cat.p4809 lote053k8206, 20 uL de
peroxido de hidrogénio30-32% supra puro marca Vetec cod.18731 lote 0805129 e
0.016g de 3’3’diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate marca sigma cat.5637 lote
76H1102) ap6s a alguns minutos sera possivel visualizar as bandas com coloracdo
marrom referentes a reag¢éo imunoldgica. Descarta-se o liquido e acrescenta agua des-

tilada suficiente para cobrir a membrana e parar a reacao.



