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Introdugao:

O ensaio de microarranjos liquidos baseados em microesferas ¢ uma tecno-
logia recente (difundida a partir do final da década de 1990) e que apresenta
certas vantagens em relagdo as outras, como a analise simultdnea de analitos
de diversas doengas e logo, uma reducéo de custo e tempo. Nos trés ultimos
anos, observou-se a crescente demanda de diferentes laboratérios da Fiocruz
por essa metodologia, disponivel no Laboratério de Tecnologia Diagnoéstica
(LATED). Considerando esta demanda, avaliamos alguns dos principais pa-
rametros no ensaio de microarranjos liquidos desde o processo de selegdo de
proteinas, neste caso, proteinas recombinantes do Treponema pallidum, até a
configuragdo do ensaio final e, comparamos o ensaio padrio utilizado no LA-
TED com o ensaio otimizado.

Objetivo:

Utilizar a metodologia desenvolvida para selecdo e avaliagdo de potenciais
antigenos para fundamentar a elaboragdo de um documento interno de Bio
-Manguinhos - Instrugéo de Trabalho (IT) — que possa ser utilizado por profis-
sionais e/ou estudantes que pretendam utilizar a plataforma de microarranjos
liquidos para a detec¢do de agentes patogénicos.

Metodologia:

Foram realizados ensaios de microarranjos liquidos para selecdo de proteinas
recombinantes. Em seguida, foram avaliados alguns dos principais pardmetros
envolvidos na reagdo. Os pardmetros avaliados foram: velocidade de rotagido
das microesferas acopladas durante a reagdo, a temperatura e tempo de incu-
bacdo durante a reagdo, o tampdo utilizado no ensaio, a dilui¢do das amostras
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e do conjugado, bem como conjugado de dois fabricantes, o tempo de assenta-
mento das microesferas ao fundo do pogo durante a etapa de lavagem (tempo
de soak) e o volume de aspiracdo durante a leitura das microesferas. Ao final,
foram comparados o ensaio padrao utilizado no LATED com o ensaio otimizado.

Resultados:

Testando as proteinas p17, p47, TmpA e quimera verificamos que as p17 e
TmpA apresentaram melhor desempenho, ambas com 5 pig de massa de aco-
plamento as microesferas magnéticas. Alguns parametros relacionados a rea-
¢do foram modificados, tais como o tempo de incubagéo (de 15 minutos para
40 minutos), o conjugado (a dilui¢do e o fabricante), a dilui¢do da amostra, o
tempo de soak e o volume de aspiragdo na leitura uma vez que apresentaram
melhores resultados. Para o protétipo de multiteste padronizado no presente
trabalho (utilizando a sifilis como modelo), o formato otimizado (ensaio 2)
apresentou maior sensibilidade e especificidade, ou seja, resultados melhores
quando comparado ao protocolo padrio (ensaio 1).

Conclusio:

Mesmo com toda a complexidade de padroniza¢do de um ensaio multiplo,
conseguimos avaliar alguns dos principais pardmetros e estabelecer as melho-
res condi¢des para as proteinas selecionadas. Para o protétipo de multiteste
padronizado no presente trabalho (utilizando a sifilis como modelo), o forma-
to otimizado (ensaio 2) apresentou resultados melhores quando comparado ao
protocolo padrédo (ensaio 1).
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