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RESUMO

A tuberculose (TB) ¢ uma doenga infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium tuberculosis,
que continua representando um grande desafio para a saude publica, especialmente devido a
complexidade no diagnostico precoce e eficaz. A infeccdo pode se manifestar principalmente
na forma pulmonar, mas sdo descritas outras importantes formas clinicas de manifestagao
extrapulmonar. A deteccdo da doenca ¢ crucial para a implementacdo de tratamentos mais
eficazes e a prevengdo da transmissdo. Embora métodos tradicionais como baciloscopia e
cultura de micobactérias ainda sejam amplamente utilizados, eles apresentam limitagdes
significativas em termos de sensibilidade, tempo de resposta e mao de obra especializada. O
diagndstico precoce ¢ essencial, uma vez que aumenta significativamente as chances de cura,
com taxas que podem chegar a 85% quando o tratamento ¢ iniciado de forma tempestiva. O uso
de tecnologias mais rapidas e sensiveis para o diagnéstico, como os testes moleculares,
representa um avanco importante na dire¢ao do controle da doenga especialmente em paises de
baixa renda, que ainda enfrentam desafios financeiros ¢ de acessibilidade. Nesse contexto, o
desenvolvimento de alternativas diagnodsticas mais acessiveis, como a adaptagdo do teste
ELISA para detec¢do de anticorpos contra antigenos recombinantes do M. tuberculosis, surge
como uma estratégia promissora. Este estudo teve como objetivo padronizar um protocolo de
ELISA indireto utilizando as proteinas recombinantes PMT64 ¢ MTG3F3, miméticas a
antigenos de M. tuberculosis, para melhorar a sensibilidade e especificidade na detec¢ao de TB.
Foram avaliadas diferentes condigdes de preparo com o objetivo de desenvolver um teste
diagnostico, de facil aplicagdo e com alta capacidade de discriminacao entre individuos
infectados e saudaveis. Este estudo avaliou trés parametros criticos: solugdo de bloqueio,
dilui¢do do soro e concentragdo do antigeno. A albumina bovina (BSA) a 3% demonstrou
melhor desempenho na reducao de ligagdes inespecificas. Em relagdo as amostras, a diluicao
1:100 apresentou melhor equilibrio entre sensibilidade e especificidade, embora a resposta varie
conforme a carga de anticorpos dos individuos. Quanto a concentragao antigénica, 100 ng para
MTG3F3 e 250 ng para PMT64 foram mais eficazes na diferenciagdo entre casos positivos e
controles saudéaveis. Os resultados destacam a importancia de uma otimizagao cuidadosa de

cada etapa para garantir a confiabilidade do ensaio.

Palavras chaves: Tuberculose, proteinas recombinantes, diagnostico, ELISA indireto.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis, which
remains a major public health challenge, especially due to the complexity of early and effective
diagnosis. Although the infection primarily manifests in the pulmonary form, several important
extrapulmonary clinical manifestations are also described. Accurate detection is crucial for
implementing effective treatment and preventing transmission. Traditional methods such as
smear microscopy and mycobacterial culture are still widely used, but they present significant
limitations in terms of sensitivity, response time, and the need for specialized labor. Early
diagnosis is essential, as it significantly increases the chances of cure, with success rates
reaching up to 85% when treatment is initiated promptly. The use of faster and more sensitive
technologies, such as molecular testing, represents a major advance toward disease control,
especially in low-income countries still facing financial and accessibility challenges. In this
context, the development of more accessible diagnostic alternatives, such as the adaptation of
the ELISA test for detecting antibodies against recombinant M. tuberculosis antigens, emerges
as a promising strategy. This study aimed to standardize an indirect ELISA protocol using the
recombinant proteins PMT64 and MTG3F3, mimetic to M. tuberculosis antigens, to improve
the sensitivity and specificity of TB detection. Various preparation conditions were evaluated
to develop a diagnostic test that is easy to apply and has high discriminatory power between
infected and healthy individuals. Three critical parameters were assessed: blocking solution,
serum dilution, and antigen concentration. Bovine serum albumin (BSA) at 3% showed better
performance in reducing nonspecific binding. Regarding serum samples, a 1:100 dilution
provided the best balance between sensitivity and specificity, although the response may vary
depending on individual antibody loads. As for antigen concentration, 100 ng for MTG3F3 and
250 ng for PMT64 were more effective in differentiating positive cases from healthy controls.

The results highlight the importance of carefully optimizing each step to ensure assay reliability.

Keywords: Tuberculosis, recombinant proteins, diagnosis, indirect ELISA.
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1. INTRODUCAO

1.1 A tuberculose e 0 Mycobacterium tuberculosis

A tuberculose (TB) ¢ uma doenca infectocontagiosa causada pela bactéria
Mycobacterium tuberculosis (MTB), também conhecida como bacilo de Koch, em homenagem
a Robert Koch, quem a descreveu pela primeira vez (Sakula, 1982). Apesar de ser uma doenga
antiga, a TB continua sendo um problema até os dias atuais, pois ainda representa a segunda
principal causa de morte por um unico agente infeccioso (OMS, 2023). A forma de TB mais
conhecida e comum ¢ a forma pulmonar (PTB), com cerca de 80% de ocorréncia. Mas a TB
também pode acometer outras regides do corpo como rins, meninges € 0ssos, nesses casos ela
¢ nomeada como TB extrapulmonar (Acharya et al., 2020; Bagcchi, 2023; Conceicdo et al.,
2021; OMS, 2023).

O MTB ¢ o agente causador da TB, sendo um bacilo dlcool-acido resistente (BAAR). A
parede celular do MTB ¢ tinica tendo trés camadas principais, membrana plasmatica, o nticleo
da parede celular e a camada mais externa. Sendo essa membrana plasmatica espessa e rica em
lipidios, o que a leva a ser uma bactéria com alta resisténcia (Jacobo-Delgado et al., 2023). As
micobactérias, pertencentes a familia Mycobacteriaceae, possuem uma parede celular com
componentes fundamentais como o peptidoglicano (PG), o acido micélico (MA) e a
arabinogalactana (AG). A parede celular combina aspectos de bactérias Gram-positivas, devido
a espessura da camada de PG, e Gram-negativas, com uma camada externa cerosa. O bacilo
tem uma membrana com propriedades fundamentais, rodeada por uma camada de PG altamente
reticulada, que forma complexos covalentes com a AG. Aproximadamente 60% da massa da
micobactéria € composta por lipidios complexos, o que a torna hidrofobica. A combinagdo de
PG, AG e MA forma uma barreira protetora contra antibidticos hidrofilicos e danos ambientais,
com o acido micolico atuando como uma camada externa hidrofobica que reforca a protecao
contra danos oxidativos e respostas imunoldgicas (Jacobo-Delgado et al., 2023; Maitra et al.,

2019).

1.2 Epidemiologia
Epidemiologicamente, a TB permanece como um desafio global significativo de saude
publica, especialmente em paises em desenvolvimento. A taxa de incidéncia da TB em paises
em transi¢cdo ¢ de aproximadamente 1-2%, enquanto nos paises desenvolvidos esse percentual
varia entre 0,1% e 1% (Lei et al., 2023). A cada ano, aproximadamente 10,6 milhdes de

individuos adoecem devido a TB, e estima-se que 1,3 milhdes de mortes em todo o mundo



sejam atribuidas a essa doenga. O Brasil esta entre os 30 paises com maior indice de TB do
mundo, com aproximadamente 75 mil casos apresentados em 2022, tendo o maior nimero de
pessoas infectadas do continente americano. Apesar de ter ocorrido uma redugdo na taxa de
incidéncia liquida (8,7%) de 2015 a 2022, esse valor estd longe da taxa desejada pela
Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) para esse periodo (OMS, 2023). Em 2015, os estados
membros da OMS e da Organizacdo das Nacgdes Unidas (ONU) comprometeram-se a acabar
com a epidemia de TB através da Estratégia End Tuberculosis Act da OMS e dos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS). A estratégia define marcos para 2020 e 2025, e metas
para 2030 e 2035, envolvendo grandes reducdes na incidéncia de TB, e no numero de mortes
causadas pela doenca. Para alcangar essas metas, seria necessario reduzir a taxa de incidéncia
em 4-5% ao ano até 2020, acelerando para 10% ao ano até 2025 e, posteriormente, para 17%
ao ano até 2035. Com os niimeros epidemiologicos atuais, o Brasil ainda estd abaixo dos

critérios estabelecidos pela OMS para os tltimos anos (OMS, 2023).

1.3 Transmissao e fisiopatologia

A via de transmissao por MTB se da quando um individuo com TB ativa realiza alguma
manobra respiratdria, como tossir, espirrar ou até mesmo falar, expelindo particulas
respiratorias contendo M. tuberculosis, podendo assim infectar outra pessoa (Conceicdo et al.,
2021). Ao entrar em contato com um individuo saudavel, ele se torna suscetivel a infeccao e ao
possivel desenvolvimento da doenca (Smith et al., 2023; Sun et al., 2019). Quando o MTB ¢
inalado, ele ¢ capturado pelos macrofagos alveolares nos pulmdes, que fagocitam os bacilos.
Os macrofagos que fagocitam o MTB migra para os ganglios linfaticos, onde apresentam os
antigenos do patogeno as células T, ativando principalmente os linfocitos TCD4. Esses
linfécitos, ao serem ativados, liberam citocinas que auxiliam na matura¢do dos macréofagos,
melhorando sua capacidade de destruicdo do MTB (Pandey et al., 2022). No entanto, o bacilo
possui um mecanismo que impede a fusdo dos fagossomos com os lisossomos, evitando a sua
destruicao: mesmo com fagossomos maduros, o MTB ¢ capaz de produzir moléculas que
inibem a agao dos radicais livres de oxigénio e nitrogénio, essenciais para sua destrui¢cao. Dessa
forma, os bacilos conseguem permanecer viaveis, mesmo dentro de macrofagos ativados
(Natarajan et al., 2020).

A TB se desenvolve em até trés estdgios para que ocorra uma contamina¢do completa.
A TB primadria refere-se a infeccao inicial por M. tuberculosis, que ocorre quando o sistema

imunologico falha em controlar a infec¢ao, especialmente em individuos imunocomprometidos.
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Nesses casos, o sistema imunoldgico da pessoa infectada ndo consegue controlar os bacilos,
que se proliferam rapidamente, levando a doenga, a qual pode afetar diferentes partes do corpo,
principalmente os pulmdes. Neste estagio, os individuos sao capazes de disseminar a doenca.
Se a infecgao for contida, mas ndo eliminada, a pessoa entra em um estado de infecgdo latente
(Churchyard et al., 2017). A imunossupressao posterior pode reativar a bactéria, resultando no
desenvolvimento de TB secundaria. Diversos fatores influenciam a gravidade e a duragdo da
infeccdo. O principal fator ¢ a suscetibilidade do hospedeiro, uma vez que as condi¢des
imunologicas e metabolicas do individuo podem impactar o desenvolvimento da TB. Além
disso, a carga bacteriana recebida esta diretamente relacionada ao grau de infecciosidade do
doente, quanto maior a carga bacteriana do hospedeiro inicial, maior sua capacidade infecciosa

(Churchyard et al., 2017; Maison, 2022).

1.4 Sintomatologia

A TB tem como 6rgdo principal lesado o pulmao, que pode ser afetado de diversas
maneiras e com variaveis niveis de gravidade. Esses sintomas podem ser uma simples tosse ou
podem chegar a niveis mais graves como danos pulmonares irreversiveis e até mesmo na morte.
Os sinais da TB geralmente levam um tempo para aparecer € na maioria dos casos sdo
inespecificos. Os sintomas mais comuns estdo a tosse, anemia, anorexia, caquexia, dispneia,
fadiga, hemoptise, leucocitose, mal-estar, aspergiloma, derrame pleural, pleurisia, chiado,
necrose e fibrose pulmonar (Luies; du Preez, 2020). Pode-se associar a manifestacao desses
sintomas as muitas causas, porém uma causa que merece destaque ¢ a formagao de granulomas.
Os granulomas sdo uma resposta inflamatoria organizada que se aglomeram para tentar isolar
e conter agentes patogénicos. Primariamente o granuloma € altamente vascularizado e envolto
por linfocitos. (Ravimohan ef al., 2018). Com o tempo, os fibroblastos se diferenciam em varias
formas, formando uma estrutura estratificada, onde os bacilos sdo contidos, prevenindo a
progressdo para a TB ativa em individuos imunocompetentes. No entanto, o MTB sobrevive
nas lesdes ao modular o sistema imunoldgico e bloquear a fusao fagolisossomal, permanecendo
em um estado de replicacdo lenta ou ndo replicante. Nesse estagio, o hospedeiro esta
assintomatico e ndo infeccioso, caracterizando a TB latente. Em contrapartida, em uma infec¢ao
ativa, inicialmente os granulomas ndo necrosantes, sdo predominantemente compostos por
macréfagos e linfocitos. A medida que a doenga ativa avanca, observa-se a formagio de lesdes

inflamatoérias necrdticas dentro do granuloma e nas lesdes adjacentes, o que resulta na erosao
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das paredes vasculares e bronquicas, culminando em necrose. (Leung, 1999; Luies; du Preez,

2020; Ravimohan et al., 2018).

1.5 Tratamento

Sem tratamento, a TB possui uma taxa de mortalidade alta, estimada em cerca de 50%.
O tratamento consiste basicamente na utilizagdo de medicamentos anti-TB que duram de 4 a 6
meses, com uma taxa de sucesso de 85% das pessoas afetadas serem curadas (OMS, 2023). O
tratamento basico para TB pulmonar em adultos e adolescentes (> 10 anos) ¢ um processo
estruturado que segue um esquema padrdo dividido em duas fases. A fase intensiva, que dura 2
meses, que envolve a administracdo de quatro medicamentos: Rifampicina, Isoniazida,
Pirazinamida e Etambutol, conhecidos pela sigla RHZE. Apos essa fase, inicia-se uma fase de
manuten¢do, que se prolonga por 4 meses ¢ utiliza apenas Rifampicina e Isoniazida (RH). Este
esquema totaliza um minimo de seis meses de tratamento, sendo crucial para a erradicagao da

infeccdo e para prevenir o desenvolvimento da resisténcia medicamentosa (Bi et al., 2022).

1.6 Diagnostico

A OMS esta introduzindo estratégias para acabar com a TB desde 1995 até os dias de
hoje. Para que essas estratégias funcionem ¢ necessdrio um diagnostico altamente eficiente,
afinal o primeiro passo para combater a doenga ¢ diagnostica-la (OMS, 2015). A TB pode
apresentar diversas manifestagdes clinicas dependendo do 6rgdo afetado, o que amplia o
espectro de sinais e sintomas além de algum especifico, tornando o diagndstico mais complexo
(Engel et al., 2022; Ryu, 2015). O diagndstico precoce € essencial tanto para o tratamento
individual quanto para o controle da propagacdo na comunidade, no entanto, essa deteccdo
precoce permanece um desafio. No Brasil, por exemplo, a recuperacao do indice de detecg¢ao
em 2023, com 83% dos casos sendo diagnosticados e tratados, sugere que esforcos para
melhorar o diagnostico estdo sendo eficazes. No entanto, as taxas de cura ainda enfrentam
desafios, como a sua queda em criancas e adolescentes. A melhoria continua dos métodos
diagnodsticos e do acesso ao tratamento € essencial para alcancar taxas de cura mais altas e
controlar a propagacao da tuberculose (Guerreiro, 2024; Ministério da saude, 2022).

Atualmente o diagndstico da TB se da por diversas técnicas, na qual cada uma consiste
em uma metodologia diferente. O diagnostico bacteriologico ¢ um exemplo usado amplamente
e pode ser feito através do exame microscopico direto ou da cultura de micobactérias (Engel et

al., 2022; Jafari et al., 2018; Rossoni et al., 2022; Ryo, 2015; Villa et al., 2013). O exame
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microscopico direto, ou baciloscopia, ¢ um método simples e amplamente utilizado. A
baciloscopia da amostra bioldgica, como o escarro, através da coloracdo de Ziehl-Nielsen,
detecta entre 60% a 80% dos casos de TB pulmonar, sendo essencial para controlar a
transmissao da doenca. Apesar de ser rapida e acessivel, a baciloscopia tem sensibilidade baixa
e varidvel. Ja a cultura de micobactérias ¢ um método mais sensivel e especifico para confirmar
a TB, podendo aumentar em até 30% a deteccdo de casos em pacientes com baciloscopia
negativa. No entanto, o resultado pode ser mais demorado, visto que depende do crescimento
do bacilo em cultura, que pode variar em média entre 14 e 30 dias ou até mesmo oito semanas
(Ministério da satude, 2011). Outra abordagem ¢ o exame de radiografia de torax que auxilia na
identificacdo de doenga ativa ou latente e na extensdo do comprometimento pulmonar. Deve
ser solicitada para todos os pacientes com suspeita de TB pulmonar, embora até 15% dos casos,
especialmente em imunodeprimidos, possam ndo apresentar alteracdes radiologicas. (Acharya
et al., 2020; Engel et al., 2022; Rossoni et al., 2022).

O Xpert MTB/RIF é um teste molecular rapido e automatizado de amostras, como o
escarro, que detecta a TB e a resisténcia a rifampicina em até 2 horas. O exame ¢ realizado em
cartuchos que ja contém a totalidade dos reagentes para processar as amostras, extrair o DNA,
amplificar e detectar a TB (Engel ef al., 2022). Essa estratégia requer apenas um pouco de
tempo técnico e proporciona alta sensibilidade e especificidade, portanto, se mostra um
instrumento promissor para o diagnostico precoce da TB. Ele apresenta maior sensibilidade em
pacientes com baciloscopia positiva, ja em pacientes com baciloscopia negativa ele pode ser
usado como exame complementar. Apesar de sua eficacia, sua implementacdo enfrenta
desafios, como alto custo, sistemas de saude deficientes, falta de treinamento adequado para
profissionais, aumento de custos de manuten¢do. Esses fatores limitam sua implementacao
global, especialmente em paises em desenvolvimento (Engel et al., 2022). Isso destaca a
necessidade de criagdo de um método mais sensivel e barato, como testes rapidos (Grill ef al.,

2023).

1.7 ELISA indireto

O teste de ELISA indireto (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ¢ uma técnica
imunologica amplamente utilizada para detectar e quantificar anticorpos em amostras
biologicas, como soro, sendo especialmente util no diagnostico de doencas infecciosas e
autoimunes (Crrowther, 2000). O procedimento envolve a sensibilizagdo de uma placa com um

antigeno especifico, seguida da adicdo da amostra do paciente, onde os anticorpos presentes
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podem se ligar ao antigeno imobilizado. Apds lavagens para remover ligagdes ndo especificas,
um anticorpo secundario conjugado a uma enzima ¢ adicionado, permitindo a amplificagdo do
sinal. A ligacdo entre a enzima e um substrato gera um sinal detectavel, geralmente uma
mudanga de cor, que pode ser quantificada por absorbancia. Este método oferece maior
sensibilidade em comparagdo ao ELISA direto (Borges et al., 2022; Hayrapetyan et al., 2023).
Em tultima instancia, transformar um teste de ELISA em um teste rapido, end point, envolve
simplificar o procedimento e reduzir o tempo necessario para obter resultados, mantendo a
eficacia na deteccdo de anticorpos ou antigenos. Isso ¢ um sucesso pela reducao de etapas,
eliminando multiplas lavagens e incubagdo prolongada, e utilizando reagentes que nao
requerem lavagem extensiva (Dias, 2020; jMagno, 2020).

Uma vez padronizado os testes de ELISA, a implementacao de dispositivos portateis ou
cartuchos que integram todos os reagentes facilita a realizagdo do teste em campo, tornando-o
mais acessivel. Em vez de leituras espectrofotométricas, muitos testes rapidos envolvem
mudangas visuais, como alteragdes de cor, que podem ser interpretadas rapidamente. Embora
esses testes sejam menos sensiveis que o ELISA tradicional, sua rapidez os torna uma
alternativa viavel para triagens iniciais em contextos criticos, como surtos epidémicos, onde a
identificacdo imediata pode impactar diretamente o manejo clinico e as decisdes de satde

publica (Al-Matary et al., 2022; Nguyen et al., 2020).

1.8 Proteinas MTG3F3 e PMT64

Nesse contexto, a identifica¢do de peptideos miméticos a antigenos do MTB representa
uma estratégia promissora para o desenvolvimento de novos biomarcadores diagnosticos (Liu
et al., 2017). Nesse sentido, nosso grupo de pesquisa desenvolveu, por meio da tecnologia de
Phage Display, os peptideos PMT64 e MTG3F3, que demonstraram afinidade por IgGs
purificadas de soros de pacientes com tuberculose, conforme verificado em testes de
biopanning. Modelagens bioinformaticas indicaram que esses peptideos apresentam
similaridade com componentes da membrana do bacilo, reforcando seu potencial como alvos

diagnosticos para discriminagao entre individuos infectados e ndo infectados.

As duas proteinas recombinantes foram projetadas com base em regides antigénicas da
MPT64 que ¢ uma proteina secretada especificamente pelo complexo do MTG, cuja expressao
esta ausente em cepas do bacilo de Calmette-Guérin (BCG). Essas regides antigénicas foram
previamente mapeadas utilizando Phage Display. AMPT64 ¢ reconhecida como um importante

marcador para a deteccdo do MTB em amostras clinicas, especialmente em culturas liquidas,
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sendo superior a métodos como o Gene Xpert em alguns casos, como na tuberculose

extrapulmonar (Chen et al., 2022; Pan et al., 2025).

2. JUSTIFICATIVA

A TB ¢ um problema de satde publica presente ha séculos, sendo particularmente grave
mais em paises em desenvolvimento, onde a infraestrutura de satde ¢ frequentemente precaria.
Nesses locais, o acesso a métodos de diagnostico adequados ¢ limitado, resultando em
subnotificagdes e atrasos no tratamento. Melhorar o diagnostico é essencial para reduzir o
impacto da TB, que registrou cerca de 7,5 milhdes de novos casos em 2022, niimero agravado
pela negligéncia durante a pandemia.

Apesar de sua gravidade, a TB ¢ frequentemente superada em comparacdo com outras
doencas infecciosas, recebendo menos investimento em diagndsticos eficazes. Um parametro
pode ser colocado quando, durante a pandemia de COVID-19, o financiamento dedicado ao
combate a doenga ultrapassou US$ 21,7 trilhdes, enquanto o investimento em pesquisa e
desenvolvimento para a TB foi significativamente menor, com apenas US$ 915 milhdes em
2020. A OMS a classifica como uma doenga reemergente, enfatizando a urgéncia de métodos
diagnosticos mais acessiveis e robustos. Diagndsticos rapidos e simples poderiam facilitar a
detecgdo precoce e o tratamento, reduzir a transmissao e o impacto econdomico da doencga, que
afeta principalmente adultos em idade produtiva e aumenta custos de saude devido as
complicagdes.

A taxa de mortalidade da TB est4 muito ligada ao tempo de diagndstico: diagnosticos
tardios aumentam tanto a mortalidade quanto a propaga¢do da doenga. Estudos indicam que o
diagnodstico precoce pode elevar a taxa de cura para até 85%. A resisténcia medicamentosa
também ¢ uma preocupagdo crescente, resultante de diagndsticos inadequados e tratamentos
incompletos. Melhorar o diagnostico permite identificar a TB rapidamente, promovendo
tratamentos adequados.

Um sistema de diagnostico aprimorado melhora o monitoramento epidemiolédgico e
orienta politicas publicas. Com dados confiaveis, os programas de controle podem identificar
surtos ¢ implementar medidas preventivas com mais precisdo. Além disso, campanhas
educativas que enfatizem o diagndstico precoce podem ajudar a reduzir o estigma e incentivar
a busca por ajuda médica.

Investir em métodos diagndsticos mais acessiveis e eficientes ndo sé salvara vidas, como

também ajudard a controlar a propagacdo da TB em comunidades vulneraveis. O
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desenvolvimento de novas tecnologias, como testes moleculares rapidos foi uma estratégia
usada, mas ainda enfrenta desafios de custo, dificultando sua ampla implementacdo em paises
de baixa renda. Por isso, € necessario desenvolver testes mais acessiveis e eficazes.
Atualmente, o padrdo-ouro ¢ a cultura de micobactérias, um método sensivel e
especifico para confirmar a TB, no entanto com um tempo de execu¢do muito demorado, em
média entre 14 e 30. Um teste de fluxo lateral rapido poderia ser uma solugdo mais pratica,
econdmica e acessivel em lugares mais remotos fornecendo resultados instantaneos e de maior
sensibilidade. O desenvolvimento desse tipo de teste pode ser atrelado as descobertas realizadas
no ELISA. Nesse sentido, o ELISA, com um alta sensibilidade e especificidade, pode ser
adaptado para se tornar um teste rapido no futuro ao simplificar suas etapas, integrar tecnologias
de deteccdo mais ageis e utilizar formatos portateis, permitindo resultados imediatos e

confidveis em ambientes clinicos e de triagem.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Otimizar o uso de antigenos recombinantes para detec¢do e quantificagdo de anticorpos
reativos em soros de pacientes infectados com TB através do desenvolvimento de um protocolo

padronizado de teste de ELISA indireto.

3.2 Objetivos Especificos

e Padronizar a concentracdo de antigeno a ser usada, na detec¢do do ELISA indireto
visando maior sensibilidade e especificidade;
e Padronizar a diluicdo do soro a serem utilizados no ELISA, buscando garantir a

reprodutibilidade e a precisdo dos resultados.

4. METODOLOGIA

4.1 Obtencao das amostras

Como o objetivo da pesquisa foi padronizar o teste ELISA com proteinas recombinantes
capazes de discriminar pacientes com TB de individuos saudaveis, foram necessarios dois
grupos. O grupo CTRL foi composto por individuos saudéveis com testes de raio X e liberagao
de interferon-gama (IGRA) negativo. Ja o grupo teste (grupo TB) foi composto por pacientes

que apresentaram o bacilo MTB em amostras positivas no biologica no Laboratério de



16

Microbiologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU). Para
obtencdo de amostras bioldgicas, foram convidados a participar da pesquisa individuos com
idade superior a 18 anos, que aceitaram por meio de assinatura de termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE). Foram obtidas 65 amostras de sangue, sendo 44 amostras de soro de
pacientes com TB pulmonar ativa e 21 amostras de individuos que ndo apresentavam qualquer
tipo de caso de TB. Essas amostras ja foram coletadas e armazenadas a -80°C no Laboratorio
de Nanobiotecnologia Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho, UFU. Essa pesquisa conta com a

aprovagdo do Comité de Etica e Pesquisa sob o Certificado de Apresentagdo de Apreciagio

Etica (CAAE) 38450020.9.0000.5152.

4.2 Obtencao das proteinas

As proteinas recombinantes PMT64 e MTG3F3, miméticas a antigenos do MTB, foram
construidas com base em regides antigénicas da proteina MPT64, uma proteina secretada
especificamente pelo complexo MTB. Essas regides foram previamente identificadas por nosso
grupo de pesquisa por meio da tecnologia de Phage Display, visando selecionar epitopos com
alto potencial imunogénico. A construg¢ao dos plasmideos contendo as sequéncias codificantes
dessas proteinas foi realizada pela empresa GenScript, utilizando o vetor de expressao pET32a
em E. coli BL21(DE3). As melhores condi¢des de expressdo foram previamente padronizadas
pelo nosso grupo de pesquisa, com a producao das proteinas realizada por fermentacao a 30 °C
com incubacgao overnight.

Ap0s a expressdo, as proteinas recombinantes foram purificadas por Cromatografia de
Afinidade e, em seguida, analisadas quanto ao seu padrao de bandas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). A quantificagdo foi realizada por densitometria, utilizando o
programa ImageJ, considerando-se exclusivamente a banda especifica correspondente a cada
proteina. As concentracdes foram, entdo, ajustadas para posterior validagdo nos ensaios de

ELISA.

4.3 Padronizacao do Elisa

43.1 ELISA1

Com o objetivo de discriminar os pacientes com TB de individuos saudaveis,
primeiramente foram realizados dois ensaios de ELISA sob condi¢des distintas testadas. No
primeiro foram utilizadas diferentes titulagdes do soro (1:100 e 1:250), e condic¢des de bloqueio

(BSA 3% e Molico 5%). Para isso, foram utilizadas placas de polietileno de 96 pocos, que
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foram sensibilizadas utilizando os valores-teste das proteinas PMT64 e MTG3F3,
separadamente, diluidas em carbonato-bicarbonato 0,1 M (pH 8,6). Essa solucao foi adicionada
a placa, em um volume final ajustado para 50 puL por pogo. Apos a sensibilizacdo, a placa foi
mantida durante a noite a 4°C. Em seguida, a placa foi lavada uma vez com tampao de lavagem
(PBS Tween 0,05%, 300 uL por pogo).

Para testar a melhor condicdo de bloqueio, foram comparadas as absorbancias finais das
placas quando bloqueadas com as solugdes de BSA 3% e Molico 5%. A etapa de bloqueio foi
realizada a 37°C, por 1 hora. Apds essa incubacdo, a placa foi lavada duas vezes com
regularidade de lavagem.

Para determinar a melhor diluicdo do soro a ser usado (1:100, 1:250), inicialmente,
foram testadas amostras de um pool inico com amostras de 5 individuos por grupo. A etapa de
incubagdo com o anticorpo primario (soro humano) foi realizada a 37°C, por 1 hora. Apds essa
incubacgdo, as placas foram lavadas 3 vezes com solugdo de lavagem. Apos as lavagens, foi
realizada uma incubag@o com anticorpo secundario anti-IgG humano conjugado com HRP
(Horseradish peroxidase) (GE, clone: NA933V) diluido na propor¢do 1:5000 em PBS 1X,
sendo incubado na estufa por 1 hora a 37°C e, em seguida, lavado por 3 vezes com particular
de lavagem. Finalmente, a ligacdo foi revelada com 50 pL de solugdo revelada
Tetrametilbenzidina (TMB) na propor¢do 1:1 em temperatura ambiente, e a ligacdo foi
interrompida utilizando 25 pL de 4cido sulfirico 2M. Terminado o processo, a leitura da

densidade optica (OD) foi realizada a 450 nm.

4.3.2 ELISA2

No segundo, foram usadas condigdes que se mostram promissoras como, a utilizagao de
uma titulacao do soro a 1:100, e bloqueio com BSA 3% para padronizagdo da concentracao das
proteinas recombinantes. Porém esse ensaio teve o objetivo de testar diferentes concentragdes
das proteinas recombinantes (50ng, 100ng, 250ng e 500ng), além de usar um poo/ inico com
amostras de 6 individuos por grupo. O teste foi realizado de acordo com o procedimento citado

acima.

43.3 ELISA3

Subsequentemente houve a realizagdo de outro teste para a comparagao das condigdes
testadas anteriormente, mas desta vez usando um pool com n maior (=20 individuos por grupo),
para que assim fosse escolhidas as condi¢des mais favordveis comparativamente. Para isso

foram usados o bloqueio com BSA 5%, além da verificagdo com diferentes valores de dilui¢ao
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do soro a ser utilizados (1:50; 1:250 e 1:500), com diversas concentragdes das proteinas

recombinantes (100ng e 500ng), seguindo sempre 0 mesmo protocolo para o teste.

4.3.4 ELISA4

Por fim foi realizado um teste de ELISA individualizado onde foi usado o maior pool,
sendo feito com os pacientes individualizados (n=20). Utilizando as melhores condic¢des
avaliadas anteriormente de 250ng para concentragdes proteinas, uma dilui¢ao do soro a 1:500

e 0 BSA a 5%, mantendo os procedimentos citados acima.

4.4 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados pelo sofiware GraphPad Prism 8.0. Foram utilizados
testes ndo pareados, paramétricos ou ndo paramétricos, conforme a distribui¢ao dos dados.

Consideradas diferengas estatisticamente significativas para p>0,005%.

5. RESULTADOS
5.1 ELISA 1
Foram conduzidos varios testes e, a partir dos resultados obtidos em cada etapa, os
critérios de comparagdo foram sendo ajustados progressivamente para os testes subsequentes,
permitindo uma anélise mais precisa. Primeiramente foram testados, o bloqueio da placa, onde
foram comparadas solucdes de BSA a 3% e Molico a 5%, sendo que a 3% foi a mais eficiente
na reducdo de interferéncias inespecificas. Além de testar a concentragdao do soro a 1:100 e

1:250, onde a concentracdo de 1:100 se mostrou promissora.

PMT64 MTG3F3
» BSA 3% Molico 5% —
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Figura 1: Testes de performance comparativa entre as solugdes de bloqueio, comparando BSA
3% e Molico 5%, e concentragdo de soro 1:100 e 1:250. Teste t ndo-pareado. P>0,005%.
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5.2 ELISA 2
No teste subsequente foram testados outros pardmetros, como a utiliza¢ao de diferentes
concentragdes da proteina teste (100ng e 500ng) e do soro (1:50; 1:250 e 1:500). A partir dos
resultados, determinou-se que a concentracgao ideal do soro seria 1:500 para ambas a proteinas,
uma vez que proporcionou uma melhor distingdo entre amostras positivas e negativas. Ja a

concentragdo da proteina ndo apresentou resultados significativos neste teste.
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Figura 2: Teste de performance comparativa entre as concentragdes de soro e diferentes
concentragdes da proteina teste, onde foi avaliado concentracdes de 1:50; 1:250 e 1:500 e a
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concentragdes da proteina de 100ng e 500ng, tanto para proteina PMT64 quanto para a proteina
MTG3F3 com a absorbancia de 450nm. Teste t ndo-pareado. P>0,005%.

5.3 ELISA3
Outra varidvel também analisada foram as diferentes concentragdes da proteina teste,
variando entre 50ng, 100ng, 250ng e 500ng. O melhor desempenho foi observado com a
concentracdo de 100ng para a proteina MTG3F3 e de 250ng para a proteina PMT64. Além do
comparativo entre PBS, PBS-T e BSA 3% para a dilui¢do dos anticorpos, que demonstrou que
para a proteina MTG3F3 o PBS-T foi mais efetivo, enquanto para proteina PMT64, o PBS foi
mais positivo. Referente a tltima varidvel analisa, foi comparado a dilui¢do do soro de 1:50,

1:250 e 1:500, e demonstrou que a dilui¢do de 1:500 foi positiva para ambas as proteinas.
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Figura 3: Teste comparativo para concentragdes da proteina, comparando entre 50ng, 100ng,
250ng e 500ng. Além de verificar qual diluente para o anticorpo seria mais adequado,
comparando entre PBS-T, PBS e BSA. (A) resultados testados na proteina MTG3F3. (B)
Resultados da proteina PMT64. As melhores condigdes testadas foram destacadas por margens
vermelhas, onde ¢ possivel visualizar os melhores resultados. Teste t ndo-pareado. P>0,005%.
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Figura 4: Teste comparativo para dilui¢do do soro, usando as dilui¢des de 1:50, 1:250 e
1:500. Sendo o grafico A referente a proteina recombinante MTG3F3, ja o grafico B
sobre a proteina PMT64. Teste t ndo-pareado. P>0,005%.
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5.4 ELISA 4
Ap6s a padronizacdo das condigdes foi entdo realizado a analise individualizada do pool
de pacientes individualizados (n=20). Nesse teste para proteina MTG3F3 houve uma pequena
diferenca entre as amostras de pacientes contaminados (TB) e os pacientes saudaveis (CTRL),
mas sem resultados estatisticamente significativos. Enquanto a proteina PMT64 apresentou
uma média que ndo mostrou discriminagdo entre os pacientes contaminados (TB) e os pacientes

saudaveis (CTRL).

MTG3F3 250ng 1:500  ELISA PMT64_150ut24
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0.0 T 0.00 .

TBE CTRL CTRL TB

Figura 3: Teste comparativo para verificar discriminagao de positivo e negativo para presenca
de amostra de pacientes com MTB (TB) e amostras de pacientes saudaveis (CTRL). Teste t
nao-pareado. P>0,005%.

6. DISCUSSAO

A padronizagdo criteriosa de ensaios imunoenzimaticos, como o ELISA indireto, ¢
fundamental para garantir maiores taxas de sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade
dos resultados. Durante a padronizagdo, trés etapas criticas para o sucesso do ensaio sdo: a
escolha da solugdo de bloqueio, a titulagdo das amostras teste (soros) e a concentragdo da
proteina antigénica para sensibilizacdo da placa (Alves et al., 2023; Wang et al., 2023).

A solugdo de bloqueio tem como objetivo evitar ligagdes inespecificas nas regides da
placa que ndo foram recobertas pelo antigeno. A escolha inadequada pode resultar em alto sinal
de fundo, comprometendo a disting@o entre amostras positivas e negativas. Cada antigeno pode
interagir de forma diferente com o bloqueador, podendo mascarar epitopos ou interferir na

ligacdo do anticorpo primario. Assim, € essencial testar diferentes bloqueadores e concentragdes
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para definir aquele que proporcione menor ruido de fundo sem prejudicar a detecgao especifica
(Carvalho et al., 2023). A escolha de BSA 3% como solucdo de bloqueio mostrou-se mais eficaz
na reducdo de ligacdes inespecificas em comparagdo ao Molico 5% (Figural). Essa diferenca
pode estar relacionada a composi¢ao variavel do leite em po, que contém caseinas e outros
componentes capazes de interagir de forma ndo especifica com proteinas da placa ou anticorpos.
Outro ponto relevante sobre o leite em pod ¢ que ele pode apresentar maior variabilidade entre
lotes que o BSA, sendo muito relevante particularmente em ensaios de alta sensibilidade como
o ELISA (Adamiec-Mroczek et al., 2025; Jeyachandran et al., 2010; Thermo Fisher Scientific).

No que diz respeito a amostra, a dilui¢do ideal do soro é fundamental para encontrar o
ponto de equilibrio entre sensibilidade e especificidade do teste. Devemos considerar que
dilui¢des muito baixas (soro concentrado) podem gerar ligacao inespecifica e falsos positivos.
Por outro lado, diluigdes muito altas podem resultar em perda de sinal e falsos negativos. O
teste de diferentes diluicdes permite identificar a diluigdo ideal que mantém a detecgao
especifica de anticorpos, com minima reatividade cruzada ou ruido de fundo. No nosso caso, a
variagdo observada entre 1:50; 1:100; 1:250 e 1:500 sugere que a concentracdo ideal pode
depender da carga de anticorpos nos pacientes. A dilui¢do 1:100, selecionada em etapas
posteriores, pode ser mais adequada para capturar niveis elevados de anticorpos em individuos
com TB ativa, enquanto diluigdes maiores (1:250 ou 1:500) poderiam ser Uteis em contextos de
baixa carga bacteriana. No entanto, a inconsisténcia entre os testes indica a necessidade de
otimizagdo adicional, considerando fatores como heterogeneidade sorologica e estagio da
doenca (Tran et al., 2023; Wang et al., 2023).

Por fim, a quantidade de antigeno recobrindo a placa ¢ determinante para a captacao
eficiente dos anticorpos presentes no soro. E necessario considerar que concentragdes muito
baixas podem reduzir a sensibilidade, dificultando a detecg¢do de amostras com baixa carga de
anticorpos. E concentragdes excessivamente altas podem aumentar a ligagao inespecifica e o
consumo desnecessario de reagente. O ensaio de titulagdo da proteina permite definir a menor
concentra¢do capaz de manter alta sensibilidade, otimizando o custo-beneficio do teste (Alhajj
et al., 2025; Thermo Fisher Scientific). Aqui, as concentra¢des de antigeno também apresentaram
variagdes significativas: 100 ng para MTG3F3 e 250 ng para PMT64 foram as mais
promissoras, visto que sugerem tendéncias na discrimina¢do entre amostras positivas e
pacientes saudaveis (Figura 3).

Finalmente sobre a capacidade de validacdo do teste que foi analisada e mostrou
auséncia de diferenca estatisticamente significativa entre os grupos TB e CTRL nas analises

individualizadas (n=20) ¢ um ponto critico. Isso pode indicar limitagdes na capacidade
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discriminatoria das proteinas testadas, possivelmente devido a variabilidade na resposta imune
dos pacientes em decorréncias de infecgdes prévias ou a presenca de anticorpos contra
antigenos nao relacionados a TB. Tais achados destacam a importancia de estudos adicionais
para aprimorar a especificidade e sensibilidade desses marcadores em diferentes populacdes e

cenarios clinicos.

7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram avancos na padronizacdo de um teste
ELISA indireto para deteccdo de anticorpos contra antigenos recombinantes do MTB, embora
desafios na discriminag@o entre os grupos precisem ainda de mais ajustes para garantir maior
sensibilidade e melhor especificidade. Foram abordadas diversas estratégias que visavam
padronizar condi¢des mais favoraveis para discriminacdo de amostras de individuos infectados
com tuberculose e individuos saudéaveis, no entanto mais testes e ajustes precisam ser realizados

para alcangarmos melhores resultados.
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