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RESUMO

S. aureus €, sem duvida, o patégeno humano mais importante entre os
estafilococos. O surgimento e a disseminagéo progressiva da resisténcia a meticilina
tiveram grande impacto na terapia das infecgdes estafilocdcicas. O mecanismo de
resisténcia a meticilina desenvolvido por S. aureus esta relacionado com a alteracao
das proteinas ligadoras de penicilinas, as PBPs. Os Staphylococcus. aureus
produzem 5 tipos de PBPs: 1,2,3,3", e 4. As cepas de S. aureus resistentes a
meticilina produzem uma nova PBP, a PBP2a, adquirida de outras cepas de
estafilococos. Diversos métodos sao utilizados para deteccdo da resisténcia a
meticilina no S. aureus. Dentre eles, a deteccdo da PBP2a por meio de métodos de
aglutinagcdo em latex utilizando anticorpo monoclonal especifico dirigido para o
antigeno PBP2a. Na presente pesquisa, anticorpos monoclonais murinos dirigidos
contra a PP2a do S. aureus resistente a meticilina foram produzidos através de
fusdo celular utilizando-se células de bago de camundongos BALB/c
imunizados.Cinco fusbes MRSA foram realizadas e os sobrenadantes de cultura
foram triados por testes Elisa indireto . Foram construidos e testados 1236 hibridos e
nove hibridos se mostraram reativos apos o 4°. teste de Elisa indireto. Os nove
hibridos foram testados frente a diferentes bactérias para observar inibicdo do
crescimento. Este trabalho teve como foco, a producdo de anticorpo monoclonal

murino para uso em testes de deteccéao rapida.

Palavras-chave : Anticorpo monoclonal murino; Resisténcia a meticilina;

S. aureus .



ABSTRACT

S. aureus is, without doubt, the most important human pathogen among
staphylococci. The emergence and dissemination of progressive resistance to
methicillin had great impact on therapy of staphylococcal infections. The mechanism
of resistance to methicillin developed by S. aureus is related to the alteration of
penicillin binding proteins, the PBPs. Staphylococcus. aureus produces five types of
PBPs: 1,2,3,3 ', and 4. Strains of S. aureus resistant to methicillin produce a new
PBP, PBP2a the acquired from other strains of staphylococci. Several methods are
used for detection of methicillin resistance in S. aureus. Among them, the detection
of PBP2a by latex agglutination methods using monoclonal antibody specific for the
antigen directed PBP2a. In the present study, murine monoclonal antibodies directed
against the PP2A methicillin resistant S. aureus were produced by cell fusion using
spleen cells from immunized BALB / ¢ mice. Five MRSA fusions were performed and
the culture supernatants were screened by testing indirect ELISA. Were built and
tested in 1236 hybrids and nine of them were reactive after the 4th indirect ELISA
test. The nine hybrids were tested against different bacteria to observe inhibition of
growth. This work focused on the production of murine monoclonal antibody for use

in rapid detection tests.

Keywords: murine monoclonal antibody; Resistance to methicillin;
S. aureus
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1. INTRODUCAO

S. aureus (S. aureus) é, sem duvida, o patdgeno humano mais importante
entre os estafilococos. S&o cocos gram positivos, catalase positiva e coagulase
positiva. (Konemman, 2001). Colonizam narinas, perineo, pregas cutaneas e axilas,
produzindo infecgbes oportunistas em condigbes apropriadas. As manifestacdes
clinicas vao desde infecgbes traumaticas até septicemias. (Souza, 2005). Tornaram-
se um desafio as novas terapias antimicrobianas em virtude da crescente resisténcia
aos antimicrobianos, principalmente pela presenga de um conjunto de mecanismos

de viruléncia (Stapleton, 2002).

A resisténcia aos antimicrobianos em S. aureus € determinada por
mutagbes em seus genes e/ou pela aquisicdo de genes de resisténcia de outras
bactérias da mesma espécie ou eventualmente de outras espécies. Em 1960 a
meticilina foi langada no mercado como uma alternativa terapéutica para cepas
produtoras de penicilinases; mas em 1961, comecaram relatos de cepas resistentes
a meticilina. (Rossi e Andreazzi, 2005). O surgimento e a disseminagéo progressiva
da resisténcia a meticilina e outras penicilinas semissintéticas (como a oxacilina)

tiveram grande impacto na terapia das infec¢des estafilocdcicas (Trabulsi, 2005).

O mecanismo de resisténcia a meticilina desenvolvido por S. aureus esta
relacionado com a alteragdo das proteinas ligadoras de penicilinas, as PBPs. S.
aureus produzem 5 tipos de PBPs: 1,2,3,3", e 4. As cepas de S. aureus resistentes a
meticilina produzem uma nova PBP, a PBP2a, adquirida de outras cepas de

estafilococos (Lopes, 2005).

As infeccbes hospitalares por estafilococos resistentes aumentam a
morbidade e a mortalidade dos pacientes internados com significativo aumento do

custo de internagao hospitalar.

A identificagao rapida de MRSA ¢é especialmente importante em cenarios
nos quais haja necessidade de rapida tomada de medidas preventivas ou

terapéuticas, como nas Unidades de Terapia Intensiva (U.T.l.), e em algumas
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intervengdes cirurgicas que dependam de substituigcbes de préteses. A oxacilina € a
droga representante das PPR - penicilina-penicilinase resistente, indicada para
detectar a resisténcia do S. aureus in vitro, por ser a mais resistente a degradacao e
a mais sensivel para a detecgdo da heteroresisténcia. (Rossi e Andreazzi, 2005).
Diversos métodos sdo utilizados para deteccdo da resisténcia a oxacilina no
S.aureus. Um método com sensibilidade préxima a 100%, é a deteccédo da PBP2a
por meio de métodos de aglutinagao em latex. (Cavassini, 1999; Bressler, 2005). O
teste de aglutinacdo em latex, utiliza anticorpo monoclonal especifico dirigido para o
antigeno PBP2a. Varios estudos demonstram que este teste deve ser incorporado a
rotina do laboratério de microbiologia por ser mais rapido (20 minutos). (Cuevas,
2003; Chapin, 2004).

Com o crescente aumento do MRSA em nossos hospitais, o laboratério
de microbiologia deve ser capaz de identificar com maior rapidez bactérias com esse
perfil de resisténcia, promovendo como consequéncia o inicio precoce da terapéutica
adequada e o efetivo controle da disseminacdo dessa bactéria no ambiente
hospitalar, através de protocolos da Comissdo de Controle de Infeccado Hospitalar
para o isolamento de pacientes portadores de MRSA. Frente as dificuldades de
aquisicao de insumos biotecnoldgicos, ao elevado custo e a importancia da correta
identificacdo do MRSA para a microbiologia hospitalar, a produg¢ao de ferramenta
diagnostica agilizara a confirmacédo dos casos suspeitos e conduta terapéutica

especifica.
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2. REVISAO DE LITERATUA

2.1 — Descrigao da bactéria

As bactérias do grupo Staphylococcus fazem parte da familia
Micrococcaceae; possuem 33 espécies, sendo 17 delas isoladas de amostras
bioldgicas. S&o cocos gram positivos, catalase positiva. Algumas dessas espécies
de estafilococos patogénicos para o homem e para os animais produzem uma
enzima denominada coagulase e a deteccao dessa enzima é realizada em
laboratério para identificar esse microorganismo. Entre os estafilococos, a espécie
coagulase positiva S. aureus e duas espécies coagulase negativa, S. epidermidis e
S. saprophyticus sao encontrados em maior frequéncia em infecgcbes humanas. S.
aureus é, sem duvida, o patégeno humano mais importante entre os estafilococos.
Sao encontrados no ambiente externo e em narinas anteriores de 20 a 40 % dos
adultos. Outros sitios de colonizagdo incluem pregas cuténeas, perineo, axilas e

vagina. (Konemman, 2001) (Figura 1).

Fonte: : textbookofbacteriology.net , Querino modificado, 2012

Figura 1 - Microbiota normal do S. aureus
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Embora esse microorganismo fagca parte da microbiota humana normal,
pode produzir infec¢des oportunistas importantes em condigdes apropriadas. (Diab,
2008). Os fatores que podem predispor um individuo a infecgbes graves por S.
aureus incluem alteragcdes quimiotaticas dos leucécitos, alteracbes na opsonizacao
por anticorpos, alteracées na destruigdo intracelular das bactérias apos fagocitose,
lesdes cutaneas, presenga de corpos estranhos e administragao profilatica ou

terapéutica de agentes antimicrobianos (Figura 2).

-
Furunculo

Tergol W W
Sinusite
Carbunculo =

Disseminagdo
hematogénica

Pneumonia | Endocardite

Emese Impetigo
Diarréia

= \ = Sindrome do
Sindrome da pele (s 9 choque toxico
escaldada

=td { Infecgdo do trato
Osteomielite -—‘i\\\ ¢

urinario

Fonte: textbookofbacteriology.net, Querino modificado, 2012

Figura 2 - Distribuicdo do S. aureus no individuo normal e patogénese do S. aureus

2.2 - Estrutura da bactéria

O S. aureus possui na sua estrutura alguns componentes que favorecem
a sua viruléncia no organismo do hospedeiro. Esta estrutura € composta por
diferentes proteinas, entre elas a adesina, na capsula, outros antigenos de parede,
uma extensa camada de peptideoglicano e acido teicoico, além da proteina A que

apresenta alta afinidade por imunoglobulinas (Figura 3).
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Fonte: http://dc399.4shared.com/doc/rMZolA_z/preview.html
Figura 3 - Estrutura do S. aureus

2.3 - Fatores de viruléncia

S. aureus é considerado um dos principais patdgenos causadores de
infecgdes no ambiente hospitalar. As manifestagdes clinicas vao desde infecgoes
traumaticas até septicemias (Souza, 2005) e pela presenga de um conjunto de
mecanismos de viruléncia (Figura 4) que influi no desenvolvimento de resisténcias a
antibidticos (Trabulsi, 2005) tornaram-se um desafio as novas terapias

antimicrobianas (Stapleton, 2002).
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Fonte: : http://dc399.4shared.com/doc/rMZolA_z/preview.html

Figura 4 - Fatores de viruléncia do S. aureus

2.4 - Aparecimento da multiresisténcia

A resisténcia aos antimicrobianos em S. aureus é determinada por
mutagdes em seus genes e/ou pela aquisicdo de genes de resisténcia de outras
bactérias da mesma espécie ou eventualmente de outras espécies. (Konemman,
2001). Em 1960 a meticilina (Figura 5) foi langada no mercado como uma alternativa
terapéutica para cepas produtoras de penicilinases; mas em 1961, comegaram

relatos de cepas resistentes a meticilina. (Rossi e Andreazzi, 2005).
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Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/lmage:Methicillin.png

Figura 5 - Estrutura da meticilina

O surgimento e a disseminagdo progressiva da resisténcia a meticilina e
outras penicilinas semissintéticas (como a oxacilina) tiveram grande impacto na
terapia das infecgdes estafilococicas (Trabulsi, 2005). O primeiro isolado de
Stahylococcus aureus resistente a meticilina foi descrito na Inglaterra em 1961.
(Barber, 1961). O MRSA aparece quando o Staphylococcus sensivel a meticilina
adquire um cassete cromossémico Stahylococcus mec — SCCmec. Os SSCmec tem
sido identificados em S. aureus, e em outros coagulase positivos além de
Staphylococcus coagulase negativa. SSCmec é transmitido entre as espécies de
estafilococos como um elemento genético mével . Ha varios tipos de SSCmec, mas
todos tem dois componentes essenciais: 0 complexo gene mec contendo o gene
mecA que codifica a proteina ligadora de penicilina 2°(PBP2’) com reduzida
afinidade aos beta lactamicos e o complexo gene ccr, que codifica recombinases
sitio especificas. O mecanismo de resisténcia a meticilina desenvolvido por S.
aureus esta relacionado com a alteragao das proteinas ligadoras de penicilinas, as
PBPs. S. aureus produzem 5 tipos de PBPs: 1,2,3,3°, e 4. As cepas de S. aureus
resistentes a meticilina produzem uma nova PBP, a PBP2a, adquirida de outras

cepas de estafilococos . (Lopes, 2005) (Figura 6).


http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Methicillin.png
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lactamico
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Fonte: http://depts.washington.edu/hivaids/derm/caseb/discussion.html, Querino modificado, 2012
Figura 6 : Producéo da PBP2a

2.5 - Identificagao do MRSA

A identificagdo rapida de MRSA é especialmente importante em cenarios
nos quais haja necessidade de rapida tomada de medidas preventivas ou
terapéuticas, como nas Unidades de Terapia Intensiva (U.T.l.), e em algumas
intervengdes cirurgicas que dependam de substituicdes de préteses. (Zurita et al,
2010). Com o surgimento dos CA-MRSA (S. aureus resistente a meticilina de origem
comunitaria) a identificagéo precoce também é necessaria para evitar a transmissao

de resisténcia na comunidade (Davis e Daum, 2010)

Diversos métodos sao utilizados para deteccdo da resisténcia a oxacilina
no S. aureus. Entre eles, estdo os testes de disco difusdo com cefoxitina, a
determinagao da concentragdo inibitéria minima, as placas de screening com

oxacilina (CLSI, 2011), métodos automatizados, meios cromogénicos, métodos de


http://depts.washington.edu/hivaids/derm/case6/discussion.html
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aglutinagdo em latex e a detecgdo por métodos moleculares (padréo ouro).(Mimica,
2007; Kaiser, 2010). Entretanto a utilizacdo desse ultimo método n&o esta
amplamente disponivel nos laboratorios. A utilizagdo de métodos moleculares € mais
rapida, com resultados liberados entre 2 a 6 horas, mas com alto custo por exame.
(Van Hall et al, 2007) .Um método com sensibilidade proxima a 100%, € a deteccgéo
do produto do gene mecA, a PBP2a por meio de métodos de aglutinagdo em latex.
(Cavassini 1999; Bressler, 2005). O teste de aglutinagdo em latex, utiliza anticorpo
monoclonal especifico dirigido para o antigeno PBP2a. Varios estudos demonstram
que este teste deve ser incorporado a rotina do laboratério de microbiologia por ser
mais rapido (20 minutos) (Cuevas, 2003; Chapimin, 2004). O tempo de identificacao
completa do MRSA é de 72 horas. (lorio, 2007). A escolha por métodos fenotipicos
de deteccao de resisténcia a oxacilina é o do baixo custo do exame (Van Leeuwen,
1999), embora sejam mais demorados. O teste de aglutinagdo em latex é mais
rapido, mas € mais caro. Comparando-se os testes fenotipicos mais utilizados em
laboratérios de microbiologia e o teste em latex, os resultados sado satisfatérios. A
sensibilidade para identificagdo dos MRSA pelo teste de latex pode variar de 100%
(Ulloa, 2001; Cuevas, 2003 ; Bressler, 2005), 99,5% (Jafri, 2000), 99%
(Mohanasoundaram , 2008 ) e 97% (Van Leeuwen ,1999).

2.6 - Impacto do MRSA no controle da infecgao

Com a disseminagdao do MRSA, é necessario a adogao de programas de
vigilancia envolvendo a avaliagao do perfil de sensibilidade dos isolados. Além disto,
o desenvolvimento de métodos rapidos e confiaveis para sua detecgao
proporcionando a escolha da terapéutica adequada (Diab, 2008), e também para o
controle da infec¢ao hospitalar (Ulloa, 2001) tem sido alvo de pesquisas constantes.
As cepas MRSA usualmente apresentam resisténcia a outros grupos de drogas
indicadas para o tratamento de infeccbes provocadas por estafilococos, como
clindamicina, eritromicina, tetraciclina, gentamicina e sulfametoxazol-trimetropim.
(Rossi e Andreazzi, 2005). Pacientes colonizados por MRSA na admissao hospitalar
tem maios risco de aquisicao de infecgdes (Davis, 2004). O MRSA aumenta o tempo

de internacdo do paciente e também a letalidade. (Moreira, 1998; Hurley, 2003). As
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infeccbes hospitalares alcangam uma problematica de grande importancia para a
saude publica a medida que interferem na assisténcia médica repercutindo em
grandes custos, elevado numero de internagdes e acentuada taxa de mortalidade.
(Silva, 2003) .

2.7 - Anticorpos monoclonais

Anticorpos monoclonais sdo importantes ferramentas imunoquimicas por
possuirem especificidade de ligagdo, homogeneidade, e capacidade de serem
produzidos em grande quantidade. Sua estrutura é bem conhecida dispondo de

cadeias pesadas e leves (Figura 7).

Cadeia pesada
Reglao Constante

Cadeia pesads
Regiao Variavel

Cadeia leve
Reglao Constante

Cadeialeve &
Regido Variavel = ?

Fonte:http://www.nature.com/nrmicro/journal/v2/n9/fig tab/nrmicro974 F1.html, Querino modificado,
2012

G ) G )

Figura 7 — Representacao grafica das cadeias leves e pesadas das imunoglobulinas

Kohler e Milstein descreveram em 1975 a tecnologia de anticorpos
monoclonais murinos (AcMm). Este método envolve a fusdo de linfocitos B de
animais previamente imunizados com o antigeno de interesse com células
neoplasicas em fase exponencial de crescimento (mieloma multiplo). Dessa fuséo,

resultam células denominadas hibridomas. (Figura 8). Uma das principais vantagens


http://www.nature.com/nrmicro/journal/v2/n9/fig_tab/nrmicro974_F1.html
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sobre a produgdo dos hibridomas € que antigenos ndo purificados podem der

utilizados para a produgéo de anticorpos especificos (Harlow e Lane, 1988).

i Clonagem 2 ‘ !
Céluias de Ggado l seiecgdo de clones l
T—a

produtores de

Tusio — :
; anticorpos
Hibridomas J

2
Célules de micloma @

sofo = antcorpos policlonais Antieseoos monoctonais

Fonte: Kohler e Milstein, 1975

Figura 8 - Esquema de obtengdo de anticorpos monoclonais pela tecnologia dos
hibridomas

Os anticorpos monoclonais apresentam diferentes maneiras de acao, entre
elas fixando ou ndo o complemento, reduzindo a resposta inflamatéria, acao

dependente de citotoxicidade, entre outras (Figura 9).
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Fonte:http://www.nature.com/nrmicro/journal/v2/n9/fig_tab/nrmicro974 F1.html, Querino modificado,
2012

Figura 9 : Caracteristicas dos anticorpos

Analisando a figura acima publicada da Nature Reviews pode-se avaliar o
impacto da geragdo dos anticorpos monoclonais murinos aplicados em
microbiologia. Este trabalho justifica-se pelo fato de que os anticorpos monoclonais
disponiveis no mercado sdo de alto valor agregado, restringindo a ampla utilizagao.
A producdo nacional, além de promover a capacitacao de capital intelectual, tem
como objetivo a consolidagdo de pesquisadores na area e a independéncia
tecnologica. Este trabalho teve como foco, a produgao de anticorpo monoclonal
murino para uso em testes de detecgao rapida.


http://www.nature.com/nrmicro/journal/v2/n9/fig_tab/nrmicro974_F1.html
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Produgcdo de anticorpos monoclonais anti-PBP-2a do Staphylococcus

aureus resistente a meticilina

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Produc¢ao de extrato antigénico a partir de cepas conhecidas de

Stapyilococcus aureus resistente a meticilina

= ldentificagdo dos hibridos secretores de imunoglobulinas pelo método
ELISA indireto

= Analise do desempenho dos anticorpos obtidos frente a diferentes

bactérias
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4. MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa obteve a aprovacdo da Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, com protocolo
CEEA 976-2012. (Anexo 1).

As etapas iniciais da pesquisa foram :
1 — Identificagdo de cepas de S. aureus resistente a meticilina;
2 — produc¢ao do extrato antigénico e a

3 — produciao de AcMm.

4.1 - Identificagao de cepas de S. aureus resistente a meticilina

A parte microbiolégica deste experimento foi realizada no Servigo de
Microbiologia do Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Estadual de
Bauru(HEB). O Laboratério de Microbiologia analisa em média 100 amostras/dia,
tem a certificagdo ONA nivel 2 e participa de controle de qualidade externo PNCAQ.
Nos Procedimentos Operacionais Padrao instituidos, as cepas utilizadas no controle
de qualidade interno (CQIl) sdo adquiridas da American Type Culture Collection
(ATCC), certificada ISSO 17025 desde 2005 e ISO 9001 desde 2008 e ISSO Guide
34 desde 2009, configurando-se instituicdo de renome e respeitabilidade na area de

atuacao.

A cepa de escolha para a produc¢ao do antigeno, apresentou crescimento
no agar Manitol e no agar Sangue e auséncia de crescimento no agar MacConkey.
No agar Manitol, houve o crescimento de colénias amarelas e no agar Sangue, o
crescimento de colénias com beta-hemodlise. Foi realizada a coloracido de Gram das
coldnias das duas placas, e foram observadas ao microscopio cocos gram positivos,
isolados e agrupados. Realizou-se entdo a prova da catalase com colbénias do agar
Manitol, e o resultado da prova foi positivo. De acordo com Koneman (2001), com

esses resultados, as colbnias suspeitas pertencem ao género Staphylococcus spp.
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Para identificar o Saphylococcus aureus , foi realizada a prova da
coagulase, utilizando coaguplasma (Laborclin, lote 20504013, val.: 24/04/13) de
acordo com as instrugdes do fabricante. A identificacdo da bactéria também foi
confirmada pelo sistema MicroScan (Siemmens) .

Para verificar a resisténcia a meticilina, procedeu-se a realizagao do
antibiograma pelo método de disco-difuséo, utilizando-se o disco de cefoxitina
30ug/ml (Oxoid) além de um disco de oxacilina 1ug/ml (Cecon) e também a
utilizacdo de painel positivo do equipamento MicroScan, que realiza o teste de

sensibilidade através de microdiluigcdo, para cefoxitina e oxacilina. (CLSI, 2012)

4.2 Obtencao do extrato antigénico

Aproximadamente 20 colénias de S. aureus semeado em uma placa de
agar sangue foram colocados em 2 tubos com 10ml de agua estéril cada; um tubo
foi submetido a fervura por 5 minutos em seguida foi efetuado o plaqueamento em
uma placa de agar sangue pela técnica quantitativa. O outro tubo foi submetido a
fervura por mais 10 minutos e plaqueado em outra placa de agar Sangue para

observar inibicdo ou ndo do crescimento (Blanco et al., 1997).

Fervura 5 Plagueamento
minutos

Fervura 10 Plagueamento
minutos

Figura10 - Esquema da produgao do antigeno
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4.2.1 — Determinacgao da concentragao protéica

Determinou-se a concentragéo protéica do antigeno em espectrofotdmetro

(Nanodrop1000®) de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.2.2 — Caracterizagao do extrato antigénico

A caracterizagdo do antigeno foi realizada através da separagédo em gel de
poliacrilamida contendo duodecil sulfato de soédio (SDS-PAGE) com gel de
separacao de gradiente 4 a 12 % (Hames e Rickwood, 1998) . Foram testadas
concentragdes de 30 a 80ug, na proteina nativa e com a proteina desnaturada Um
padrao de peso molecular (Sigma® - S8445) foi incluido para facilitar a identificagao.
Finalizada a corrida, o gel foi deixado sob agitagcdo em solugcéo corante de Azul de

Coomasie e contra-corado com nitrato de prata.

4.3 - Produgao de anticorpos monoclonais murinos

A producdo de anticorpos monoclonais murinos envolveu 3 etapas

identificadas no fluxograma a seguir:



Fluxograma da produgéo de anticorpos monoclonais
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4.3.1 — Imunizagao dos camundongos

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, com 21
dias de vida, peso médio de 16,0g, fémeas, provenientes do Biotério Central da
UNESP e mantidos no Biotério do Departamento de Doengas Infecciosas e
Parasitarias em condigbes controladas por bioterista e médico veterinario. Os
animais receberam banho com logdo acaricida com deltametrina , 4 dias
consecutivos, de forma preventiva, antes do procedimento de imunizagao, tendo em
vista que a presenca de acaros pode comprometer e perder o processo de cultura

celular subsequente.

Denominou-se a sigla MRSA como nome do protocolo utilizando o extrato
antigénico. Esta denominacao respeita a nomenclatura estabelecida pela Sociedade
Internacional de Hibridomas, que orienta que o nome do protocolo remeta ao

antigeno.

Foram utilizados 6 animais no protocolo de imunizacdo. Todos os
camundongos receberam a mesma fonte de antigeno na dose de 40mg/kg sendo
que o adjuvante de imunizagao foi o sulfato potassico de aluminio dodecahidrato
(KAI(SO4)2.12H20). Foram utilizadas 2 vias diferentes de inoculagdo: via
intraperitoneal (IP) e endovenosa (EV), com inoculagdo do antigeno pela veia

caudal.

Como o objetivo do trabalho é o da obtengdo de AcMm para compor teste
rapido, optou-se por protocolo de imunizacdo denominado rapido, onde foram
realizadas em DO a primeira injegcdo intraperitoneal com adjuvante, a segunda
injecao foi em D15 e a denominada injegcao de refor¢o ou booster, sem adjuvante foi

realizada em D30. Trés dias apos o booster, foram realizadas as fusdes celulares.



32

4.3.2 — Células de Fusao

Como parceiras de fusao foram utilizadas as células de mieloma multiplo
murino da linhagem NS/1, obtidas por Kohler e Milstein (1975), provenientes do
Laboratoire de Genie D’Institute National de Transfusion Sanguine (INTS) de Paris,
integrante da Agence Frangcaise Du Sang, mantidas em nitrogénio liquido
(DEFFUNE et al, 1996).

As células NS/1 foram descongeladas 8 dias antes da fusdo segundo
Deffune (1992) e mantidas em crescimento com meio de cultura, em estufa a 37°.C
e atmosfera contendo 5% de CO,. O crescimento das células foi acompanhado até a
observagédo de viabilidade igual ou superior a 90% por coloracdo azul de tripano

(Tripan Blue 0,4%) em microscépio optico.

4.3.3 Fusao Celular

A fusdo celular foi realizada segundo a técnica descrita por Kohler e
Milstein (1975) com modificagdes de Deffune (1992). Apdés as duas primeiras
imunizagdes realizadas com intervalo de 15 dias, os animais receberam um reforgo
final por via endovenosa (15 dias apds a segunda imunizagdo) sem adjuvante, 5 dias
antes da fusdo. No dia da fusdao, os camundongos foram anestesiados com
anestésico tiopental sodico (40mg/kg) para a esplenectomia e, em seguida,
eutanasiados com o mesmo farmaco na dose de 60-80mg/kg de peso animal por via
intraperitoneal. Cada baco foi manipulado separadamente em capela de fluxo
laminar para a perfuracdo da capsula esplénica e remocao dos linfécitos. O
procedimento de fusdo foi realizado por co-centrifugacdo dos linfécitos recém
coletados de cada animal imunizado juntamente com células NS/1 na proporg¢ao de
1/10 e o agente fusionante polietilenoglicol PM 4000 (PEG) (1,0 mg de PEG para
cada 100 x 10° células NS/1 + linfécitos). Em seguida, as células foram distribuidas
em microplacas de cultura celular de 96 cavidades, contendo meio enriquecido (ME)

em aminoacidos essenciais e ndo essenciais, e soro fetal bovino (SFB) a 20%.
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A selegdo enzimatica dos hibridos foi realizada dentro do sistema
hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferase (HGPRT)( Kohler e Milstein (1975) pela
utilizacdo do meio seletivo HAT (Hipoxantina-Aminopterina-Timidina) a partir do dia
seguinte a fusdo. Este meio possibilita a selecdo através da proliferagcdo dos
hibridomas (linfécito B + NS/1) e a eliminacdo das células n&o fusionadas.

Como a fusdo € aleatoria, € possivel ocorrer trés situagdes distintas: a
fusdo de mieloma com linfocitos B (objetivo dos protocolos de fusao), linfécitos B
nao fusionados ou fusionados entre si e mieloma multiplo ndo fusionado ou
fusionado ao acaso entre si. Para evitar a segunda e terceira ocorréncia, é
necessario selecionar as células fundidas. A segunda situagéo € auto-limitada, pois
as células linfocitarias estdo normalmente em apoptose programada e seréo
eliminadas da cultura durante os processos de repicagem. Entretanto a terceira
situacdo é preocupante, pois como o mieloma se divide rapidamente em cultura,
dificulta a selegdo dos hibridomas. Assim, utilizam-se propriedades do genoma do
mieloma incluindo a hipermetilagdo e a deficiéncia de uma enzima do sistema
hipoxantina-guanina-fosoforibosiltransferase (HGPRT), uma das enzimas da via de
recuperacao da sintese de nucleotideos. Células normais sdo HGPRT positivas,
enquanto o genoma do mieloma € HGPRT negativo. Para regular esta etapa, utiliza-
se a selecdo enzimatica dos hibridomas através do sistema HGPRT. Assim, 24
horas apds a fusao é adicionado meio de cultura contendo suplemento Hipoxantina-
aminopterina-timidina (HAT). A aminopterina bloqueia a via de novo, restando
somente a via de recuperacao a ser utilizada para a formacao de nucleotideos. No
entanto, a hipoxantina pode ser utilizada na sintese somente por células HGPRT
positivas, ou seja, hibridomas e linfécitos. Os mielomas contém a proteina HGPRT
nao funcional e morrem nessas condigcdes. Os linfécitos ndo fusionados possuem
morte programada, o que permite a viabilidade na cultura somente dos hibridomas
(Harlow e Lane, 1988)

Trés dias apds a fusdo, foram adicionados a cultura dos hibridomas as
células de companhia (feeders cells), células oriundas de timo de camundongo de
até 20 dias de vida, na quantidade de 1 x 10° células por cavidade da placa. A
finalidade é suplementar o meio de cultura com fatores de crescimento, importantes

para o desenvolvimento dos hibridos recém construidos (Gordon, 1988 ;Davis,
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1994). Além disso, os timocitos facilitam a visualizagdo do crescimento dos

hibridomas por possuirem tamanho menor.

4.3.4. Selegao dos hibridomas (Triagem)

A partir da fusdo, a observacdo em microscopio invertido permitiu o
monitoramento diario das células. As cavidades onde houve proliferacdo celular e
confluéncia de 95 a 100% foram marcadas para a coleta dos sobrenadantes de
cultura (SNC). Todos os SNC foram coletados no da do teste, quando houvesse
passado no minimo 48 horas sem troca de meio de cultura, favorecendo o aumento
da concentrac&o de imunoglobulinas.

Os SNC foram coletados e testados por ELISA indireto (Figura 11 ) para
determinar a presenca de anticorpos especificos contra os antigenos utilizados na

imunizagao dos camundongos. (Vicentini-Oliveira et al, 2010)
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Figura 11 — Esquematizacéo do teste ELISA indireto
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O antigeno obtido das cepas de S. aureus multiresistentes foi fixado nas
microplacas de fundo chato na concentracdo de 100ug/ml em tampéo carbonato-
bicarbonato (Na,CO3/NaHCO3; 0,2M - pH 9,6) por 1 hora a 37°.C e em seguida por
12 horas a 4°.C. O bloqueio das reagdes inespecificas foi realizado com 200ul de
tampéo de saturacdo PBS (0,14M NaCl 1,4M K;PO4 8mM NayH PO4 2,7 mM KCI)

pH 7,4 + 5% de leite em pd desnatado por 1 hora a temperatura ambiente.

Os SNC das células obtidas (100pul) foram aplicados na placa de ELISA,
assim como os controles negativos. Foram utilizados 2 controles negativos: um
controle com 100yl de meio de cultura estéril e outro com 100 pl de soro de
camundongo pré-imunizacado diluido em tampao de bloqueio (1:1000). O controle
positivo utilizado foi 100ul de soro de camundongo imunizado diluido em tampao de
bloqueio (1:1000) . O anticorpo secundario utilizado para detectar os anticorpos
murinos 1gG foi o anticorpo anti-mouse conjugado a peroxidase diluidos em tampéao
de bloqueio (1:10.000) . A solugdo cromoégena utilizada foi o TMB (3,3',5,5-
tetrametilbenzidina, Abbot®) . A medida da intensidade da reacdo foi realizada
analise espectrofotométrica em aparelho leitor de microplacas com filtro de 450nm.
Entre as etapas foram realizadas sucessivas lavagens com PBS pH 7,4 adicionado
de 0,1% de Tween 20. A reacao foi paralisada com 100ul de HCI 1N. As células
cujos sobrenadantes apresentaram-se reagentes frente ao antigeno, foram
expandidas para volumes crescentes de meio de cultura e os respectivos
sobrenadantes testados por mais trés vezes por ELISA indireto. Aquelas que se

mantiveram reagentes até o quarto teste foram clonadas.

No POP do Laboratério de Engenharia celular do Hemocentro de Botucatu
encontra-se definido o padrido de reatividade frente ao teste ELISA e a retencao dos
hibridomas (Quadro 1).

Caracterizagao da reatividade Critério
Baixa reatividade D.O. teste : 3x D.O. do controle negativo
Média reatividade D.O. teste : > 3x e < 10x D.O. do controle negativo
Alta reatividade D.O. teste : > 10x D.O. do controle negativo
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Quadro1 - Padrao de reatividade, segundo a densidade o6tica, no teste ELISA,
como critério para manutengao dos hibridos secretores

Sao selecionados hibridos levando em consideracdo o padrdao de
reatividade que corresponde a densidade o6tica no teste ELISA e o aspecto das
células em cultura: sem a infiltragao fibroblastica, sem a presenga de células com
deposig¢ao enegrecida e com boa curva de crescimento. Hibridos que n&o possuam
estas caracteristicas, apesar de secretores de uma imunoglobulina de interesse,

podem nao se tornar viaveis na fase de ampliacao clonal.

4.3.5 — Expansao dos hibridos em cultura

Os hibridos selecionados na primeira triagem foram expandidos conforme
preenchiam as cavidades da microplaca de cultura de 96 pogos. Assim, as células
foram repicadas para placas de 24 pocos e, posteriormente para frascos de cultura
de 25 cm? ao mesmo tempo em que as triagens subseqiientes eram realizadas.
Entdo as células que mantiveram a reatividade até o quarto teste foram congeladas
em solugédo de SFB contendo 10% de dimetilsulféxido (DMSO), seguido de imerséo
em nitrogénio liquido para assegurar sua conservagao, segundo Deffune et al
(1996).

Apds o congelamento em ampolas, cada hibrido foi semeado em frascos
de cultura de 25 cm? para expansdo denominada “ batch de cultura”, em que o
material permanece em cultivo por um periodo de 8 dias sem troca de meio de
cultura, conseguindo-se assim, maior liberagdo de anticorpos. As células em
apoptose separadas por centrifugagcdo foram desprezadas e o sobrenadante de

cultura congelados em tubos devidamente identificados para posterior analise.
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4.3.6 — Viabilidade Celular

Para garantir o sucesso da clonagem celular, foi realizada a estimativa de
viabilidade dos hibridomas pela coloracao Azul de Tripan a 0,4%. Em microscopia
Optica as células vivas aparecem claras e brilhantes, pois a membrana plasmatica
integra exclui o corante. As células mortas ou em degeneragdo, ao contrario,
incorporam o corante e aparecem maiores e com coloracdo azulada, devido a
fragmentacdo da membrana plasmatica. Assim, o resultado foi expresso em

porcentagem de células viaveis, segundo a formula:

Viabilidade celular (%) =___n°. de células vivas x 100

n°. células vivas + n°. células mortas

4.3.7 Testes microbioldgicos

4.3.7.1 - Preparo do meio de cultura:

A realizagcdo dos testes microbiologicos foi feita com quatro tipos de
bactérias diferentes. As bactérias gram positivas de escolha foram S. aureus ATCC
25923 e S. aureus resistente a meticilina integrante do banco de cepas do
laboratério de microbiologia do Hospital Estadual Bauru . As bactérias gram
negativas utilizadas foram Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853. As bactérias gram positivas foram semeadas em agar Manitol e as

bactérias gram negativas, semeadas em agar MacConkey.

Agar Manitol
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O meio de cultura foi preparado seguindo todos os procedimentos de
preparo de meios de cultura do setor de microbiologia do Laboratorio de Analises
Clinicas do Hospital Estadual Bauru .

Para o preparo de 360 ml de &gar Manitol, foi utilizado o agar BBL™
Manitol Salt Agar (lote 2212378, validade 30/04/2016). De acordo com a orientacéo
do fabricante, apds a pesagem do agar e diluigdo com agua deionizada o material
foi dissolvido e autoclavado a 121°.C por 15 minutos. Apds a retirada da autoclave,
o meio de cultura foi dividido em trés (3) aliquotas. A primeira aliquota adicionou-se
o anticorpo (1,0 mg/ml do meio), a segunda aliquota adicionou-se o anticorpo (1,0
mg/ml do meio) e 5% de fonte de complemento; a terceira aliquota, nada foi
adicionado. Como fonte de complemento, foi coletado sangue humano sem
anticoagulante, o qual foi centrifugado e o soro congelado a -20°.C até o momento
do uso. Apos homogeneizagdo, cada aliquota foi plaqueada placas de petri
descartaveis de plastico de 90mm de largura, sendo colocado 20 ml de agar em
cada placa. O controle de qualidade do meio de cultura foi feito com a cepa ATCC
25923 de S. aureus , seguindo os procedimentos de rotina do setor de microbiologia
do Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Estadual Bauru. Apds a validagao,
procedeu-se a semeadura das bactérias nas placas com anticorpo e com anticorpo e
complemento. As bactérias semeadas foram S. aureus ATCC 25923 e S. aureus

resistente a meticilina

Agar MacConkey:

O meio de cultura foi preparado seguindo todos os procedimentos de
preparo de meio de cultura do setor de microbiologia do Laboratério de Analises

Clinicas do Hospital Estadual Bauru.

Para o preparo do agar MacConkey, foi utilizado o agar Difco™
MacConkey Agar (lote 1364761, validade 30/9/2016). De acordo com a orientagédo
do fabricante, apds a pesagem do agar e diluicido com agua deionizada; o material
foi dissolvido e autoclavado a 121°.C por 15 minutos. Apds a autoclavagao, o meio

de cultura foi dividido em trés (3) aliquotas. A primeira aliquota adicionou-se o
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anticorpo (1,0 mg/ml do meio ), a segunda aliquota adicionou-se o anticorpo (1,0
mg/ml do meio) e 5% de fonte de complemento; a terceira aliquota, nada foi
adicionado. Como fonte de complemento, foi coletado sangue humano sem
anticoagulante, o qual foi centrifugado e o soro congelado a -20°.C até o momento
do uso. Apds homogeneizagdo, cada aliquota foi plaqueada em placas de petri
descartaveis de plastico de 90mm de largura, sendo colocado 20 ml de agar em
cada placa. O controle de qualidade do meio de cultura foi feito com a cepa ATCC
25922 de Escherichia coli , seguindo os procedimentos de rotina do setor de
microbiologia do Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Estadual Bauru. Apés
a validagao, procedeu-se a semeadura das bactérias nas placas com anticorpo e
com anticorpo e complemento. As bactérias semeadas foram Escherichia coli ATCC
25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

4.3.7.2 - Semeadura das bactérias

A semeadura foi realizada pela técnica quantitativa, utilizando alcas de

plastico descartaveis de 1,0ul.e em ftriplicata.

A quantidade de inéculo de cada bactéria foi padronizada, seguindo a

escala 0,5 de MacFarland, com uma concentracéo aproximada de 10 UFC/ml.

Para cada bactéria semeada, foi feito um controle semeando a bactéria em

meio de cultura sem anticorpo e sem complemento.

As placas foram incubadas por 24 horas, observadas e depois foram

reincubadas por mais 24 horas, totalizando um periodo de 48 horas de incubacao.

Foi efetuada a leitura das placas, e o resultado foi expresso em UFC/ml.



40

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As cepas de S. aureus multiresistentes foram submetidas a fervura em
dois diferentes tempos: 5 e 10 minutos. O controle de qualidade do material
submetido a fervura de 5 minutos evidenciou o crescimento de colénias apds a
incubagcdo de 48 horas, tornando este procedimento proibitivo para uso como
antigeno de imunizagao, pois o intuito ndo foi o de infectar os animais, mas sim, de
provocar a resposta imune contra proteinas especificas. Na segunda técnica
utilizada, em que a fervura foi de 10 minutos ndo houve crescimento de colénias
apds a incubagdo de 48 horas, tendo sido esta a metodologia utilizada para a
produgdo do antigeno. Apos o processamento das amostras, a determinagao
protéica realizada no equipamento Nanodrop® evidenciou uma concentragdo de
2,25mg/ml.

A caracterizacdo do antigeno obtido foi realizado por eletroforese em gel
de poliacrilamida , SDS-PAGE (Hames e Rickwood, 1998) gradiente 4-12, corado
por Blue de Coomassie e contra-corado com nitrato de prata. Foram testadas
concentragbes de 30 a 80ug, na proteina nativa e com a proteina desnaturada.
(Figura 12).
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MRSA desnaturado 80ug

Figura 12 — Eletroforese em gel de poliacrilamida, SDS-PAGE, gradiente 4-12, do
antigeno preparado, em diferentes concentragdes, corado por nitrato de prata

As bandas identificadas estdo entre 80 e 50 Kda. O desempenho na
eletroforese € maior quando a concentragdo do antigeno é igual ou superior a
70ug/ml. Diversos autores descrevem a PBP2a como sendo composta de 668 amino
acidos, com peso molecular variando entre 78 Kda, para outros 76,1 Kda e é esta
proteina PBP2a que tem baixa afinidade pelos antibiéticos B lactamicos. Ela possui
uma porgao soluvel de peso molecular 74 Kda (Lim e Strynadka, 2002). O resultado

obtido confirma as caracteristicas quimicas da proteina em estudo.

Foram realizados 5 fusbes celulares a partir do protocolo MRSA utilizando
o antigeno preparado. Um dos animais imunizados (6) n&o foi utilizado para a fuséo
celular pois apresentou sinais de escoriagdes por brigas dentro da gaiola,
desenvolvendo infec¢ao de pele, o que poderia determinar contaminagao na cultura
celular. Estas 5 fusbes geraram 24 placas de 96 pogos distribuidas com a
construgdo de 2.111 hibridos, dos quais, 1.236 deles (58,5%) foram testados
(Tabela 1). O menor desempenho nos testes foi no protocolo MRSA 5, que apesar
de ter sido construidos 434 hibridos, em 15 dias, foram testados 161 deles,
perfazendo um percentual de hibridos testados neste protocolo de 37,1% . O melhor
desempenho foi no protocolo MRSA1 seguido do MRSA4. com 78,5% e 63,4% de
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desempenho respectivamente. Os dados referentes ao desempenho dos testes

estdo acima da média estabelecida no préprio Laboratorio.

Tabela 1 - Diferentes protocolos de fusdo, numero de placas distribuidas, numero de
hibridos construido, numero de hibridos testados e taxa de eficiéncia da fusao

Fusido N°. de placas de N°. de hibridos N°. de hibridos % de hibridos

96 pogos construidos testados testados
MRSA 1 6 534 419 78,5
MRSA2 5 430 248 57,7
MRSA3 4 336 169 50,3
MRSA4 4 377 239 63,4
MRSA5 5 434 161 37,1
TOTAL 24 2111 1236 x = 57,4

Trés dias apos a fusao, iniciou-se a observacao diaria das placas de
cultura dos hibridos que se desenvolveram e a triagem foi realizada pela técnica de
ELISA indireto.

Apos o primeiro teste de ELISA indireto, dos 1.236 construidos e testados,
165 hibridos foram reagentes, ou seja, 13,34% dos hibridos testados no primeiro
ELISA mostraram-se reagentes. Os hibridos selecionados foram expandidos por
passagens celulares (repicagem) e submetidos a um segundo, terceiro e quarto
testes. Esta seqliéncia se faz necessaria para a avaliagao dos hibridos estaveis, ou
seja, aqueles que apesar de muitas divisdes celulares mantém sua atividade
secretora. Desta forma, o desempenho dos testes foi de 61, 24 e 9 hibridos

reagentes (no 2°., 3°. e 4°. re-testes, respectivamente) (Tabela 2 e Grafico 1)
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Tabela 2 - Numero de hibridos selecionados nos quatro testes de screening
consecutivos por ELISA indireto

Fusio N°. de hibridos N°. de hibridos N°. de hibridos N°. de hibridos N°. de hibridos

testados reagentes no 1°. reagentes no 2°. reagentes no 3°. reagentes no
teste teste teste 4°. teste

MRSA 1 419 24 03 01 01

MRSA 2 248 37 16 06 04

MRSA 3 169 23 04 02 01

MRSA 4 239 53 21 07 01

MRSA 5 161 28 17 08 02

TOTAL 1.236 165 61 24 09

O grafico 1 registra o declinio, teste a teste, do numero de hibridos
testados. Isto € esperado, pois existem re-arranjos cromossémicos das ceélulas
recém criadas, que no momento da divisdo celular podem sofrer exclusao, perdendo
assim sua capacidade secretora. Harlow e Lane registram a reatividade média de 1
hibrido a cada 1500 testados como sendo o esperado mundialmente. Os resultados
obtidos nestes protocolos realizados estdo acima da média mundial, em funcao de
modificagdes da técnica classica estabelecidas no Laboratério, alcangando

resultados até 10 vezes superiores (Harlow e Lane, 1988; Catty, 1988).
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Grafico 1 — Numero de hibridos reagentes, pelo teste ELISA indireto, nos 4 testes

sequenciais

A partir dos resultados obtidos na ultima triagem, os hibridos foram

separados em 3 grupos de acordo com a reatividade da capacidade secretora

apresentada por cada hibrido frente ao antigeno e denominados com baixa, média e

alta reatividade. A Tabela 4 apresenta as faixas de densidade O6pticas

(DO)

compreendidas para os 3 grupos, bem como o numero de hibridos positivos nesse

teste. Observa-se que apenas 1 AcMm possui alta reatividade (DO > 1.000). Caso seja

considerado os resultados de alta reatividade, o resultado obtido € compativel com

aquele descrito por Harlow e Lane (1988). No entanto, sabe-se que anticorpos com

menor reatividade podem ter efeito somatério interessante e desejavel no momento da

composicao de kits diagnosticos, pela diferenga de classe de imunoglobulina, avidez

pelo antigeno entre outras caracteristicas.
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Tabela 3 - Diferentes reatividades apresentadas pelos hibridos secretores de
imunoglobulinas anti-extrato de S.aureus (MRSA) no quarto teste de triagem por
ELISA indireto

Fusiao N°. de Baixa Média Alta
hibridos reatividade reatividade Reatividade
reagentes (DO =0.499) (0.500> DO <0.999) (DO > 1.000)

MRSA 1 1 0 0 1
MRSA 2 4 4 0 0
MRSA 3 1 1 0 0
MRSA 4 1 0 1 0
MRSA 5 2 2 0 0
TOTAL 9 7 1 1

Apds o resultado da segunda triagem os hibridos confirmados como
reagentes foram transferidos para placas de 24 cavidades e em seguida para frascos
de 25cm?. Ocasionalmente, durante o processo de expansao celular, hibridos
selecionados no teste de ELISA indireto (Renukaradhya et al, 2004) que nao

apresentaram crescimento satisfatorio foram eliminados do experimento.

Nessa fase, os hibridos (9) que apresentaram expansao satisfatéria em
cultura e manutengao da reatividade em ELISA indireto foram congelados e mantidos

em nitrogénio liquido para a constituigdo do banco de células.

Os nove (9) hibridos que se mostraram reativos apos o 4°. Teste de Elisa
indireto foram testados frente a diferentes bactérias para observar inibicdo ou nao do

crescimento.

Os meios de cultura e a semeadura foram executados como descrito

anteriormente e os testes foram realizados em ftriplicata. Os anticorpos receberam a
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denominagdo de MRSA de 1 a 9, e para todos os testes foram executados controle
com as bactérias com e sem a presenca de fonte de complemento, tendo em vista as
diferentes formas de agdo dos anticorpos monoclonais. O Grafico 2, do tipo
histograma, mostram os resultados obtidos. Como pode ser observado, dentre os 9
AcMm testados, encontram-se aqueles que inibem o crescimento de bactérias de
forma diferenciada, e um deles, o MRSA 5, apesar de inibir o S. aureus resistente a
meticilina (MRSA), com a incorporagdo do complemento no meio de cultura o0 mesmo
apresentou um fendmeno de estimulo ao crescimento bacteriano, representando um
hibrido que ndo podera ser utilizado com finalidades clinicas ou terapéuticas (Grafico
2).

Para facilitar o entendimento e o perfil dos anticorpos, os mesmos foram
analisados separadamente com cada cepa utilizada, com e sem adicdo de
complemento e com a presenca do AcMm de 1 a 9, comparados com a cultura
controle sem a adigcdo de anticorpo monoclonal, na presenga e na auséncia do
complemento. Os anticorpos foram aplicados na concentragdo de 1mg/ml. No eixo x
estdo representadas as unidades formadoras de colénias e no y, o desempenho dos

nove anticorpos testados.
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Grafico 2 — Desempenho dos 9 AcMm obtidos frente as cepas de MRSA, MSSA, P. aeruginosa e E. coli, em
microbiologia
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A analise da cultura com cepas meticilina resistente, mostram que
os anticorpos 1,2,7,8 e 9 apresentam inibicdo de crescimento sem a fonte de
complemento em relagdo ao controle; com a adicdo do complemento, a
situagdo nao se modificou, pois em relagdo ao controle, houve inibicdo de
crescimento. Os anticorpos 3, 4 e 6 apresentaram inibicdo do crescimento
apenas na presengca do complemento. O anticorpo 5, apresentou um perfil
diferente em relagdo aos outros anticorpos, inibindo o crescimento da bactéria
sem o complemento, mas com crescimento idéntico ao controle quando houve

a adicao da fonte de complemento. (Grafico 3)
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Grafico 3 — Desempenho do teste de inibigdo com a incorporagao dos 9 AcMm
em placas de cultura com cepa de S. aureus resistente a meticilina

A analise da cultura com cepas meticilina sensiveis, mostram que os
anticorpos 4 e 5 apresentam reagao cruzada, com inibicdo do crescimento
bacteriano sem a presenga de complemento, e com total inibigdo na presenca
do complemento. O anticorpo 6, e 8 apresentam perfil semelhante com
inibicdo do crescimento quando n&o ocorre a adicdo de complemento, no
entanto, em presenga do mesmo, comportam-se como a curva controle
(Gréafico 4).
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Grafico 4 — Desempenho do teste de inibicdo com a incorporacdo dos 9 AcMm
em placas de cultura com cepa de S. aureus sensivel a meticilina ATCC 25922

A analise da cultura com cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853 mostra que nao houve inibicdo de crescimento em relagdo aos controles

com todos os anticorpos testados, reforcando o fato de que a proteina extraida

(antigeno preparado) e os anticorpos monoclonais murinos obtidos nao

apresentam reacdo com nenhuma estrutura antigénica expressa na parede do

P. aeruginosa, fato este que remete a especificidade provavel, contra antigenos

mais especificos das cepas MRSA e eventualmente MSSA(Grafico 5).
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Grafico 5 — Desempenho do teste de inibigdo com a incorporagéo dos 9 AcMm
em placas de cultura com cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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A andlise da cultura com cepas de Escherichia coli ATCC 25922
mostra que com todos os anticorpos ocorreu inibicdo de crescimento com e
sem a adi¢ao da fonte de complemento. Com os anticorpos 1, 2, 4 e 5 houve
total inibicdo de crescimento . Com os anticorpos 3, 6, 7 € 9, ndo ocorreu
inibicdo total e com anticorpo 8, a inibicdo foi maior quando a fonte de

complemento foi adicionada. (Grafico 6)
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Grafico 6 — Desempenho do teste de inibicdo com a incorporacdo dos 9 AcMm
em placas de cultura com cepa de Escherichia coli ATCC 25922

Diante dos resultados descritos, entende-se de que cada um dos
nove anticorpos monoclonais obtidos possa ser otimizado para uma finalidade
diferente. Van Leeuwen (1999) analisa o desempenho de teste rapido para
screening de MRSA baseado em anticorpo monoclonal fixado em particulas de
latex. O autor conclui que o teste tem potencial para uso em rotinas de
microbiologia por combinar rapidez e alta especificidade com nenhuma
necessidade de equipamentos de alto custo e treinamento de pessoal. Dos 90
isolados de MRSA testados em paralelo com técnicas de biologia molecular, o
teste rapido teve um desempenho superponivel em 97% das amostras. Neste

caso, nenhum isolado de MSSA foi identificado pelo teste. No entanto, o
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Staphylococcus epidermidis meticilina resistente também é identificado pelo

teste.

Na tabela 4, observam-se dados referentes a cultura especifica de
diferentes agentes microbioldgicos com a adicao de cada um dos anticorpos
monoclonais obtidos, na concentragdo de 1mg/ml de meio de cultura, em
presenca ou nao de fonte de complemento. A adigdo do complemento é
necessaria, pois os mecanismos de agao dos anticorpos séo diversos. Muitos
agem por citotoxicidade dependente do complemento, outros pela
citotoxicidade mediada por células. (Goulay, 2012). Foram determinadas as
UFCs em comparagdo com a curva controle, que ndo recebeu nenhum
anticorpo , tendo sido estabelecidas dois controles, também em triplicata. A
exemplo do que foi discutido nos graficos anteriores, fica evidente a agao dos
anticorpos sobre a E. coli. O mecanismo de acédo, tipo de proteina que
reconhece, e até a possibilidade da bactéria expressar antigenos like, deve ser

merecedor de analises mais meticulosas. (Goldwater e Bettelheim,1995)

Observa-se que nao houve inibicdo da P. aeruginosa. Em relacéo ao
Staphylococccus aureus sensivel a meticilina, dois dos anticorpos, numero 4 e
5, inibem 100% do crescimento da MSSA na presenga do complemento. Estes
anticorpos devem ser bem analisados para eventual uso especifico podendo-se
até projetar uso terapéutico dos mesmos com analise em modelo animal. Os
anticorpos 5, 8 e 9 inibem 75% dos MRSA na auséncia de complemento. Estes
anticorpos ndo apresentam perfil para ensaios futuros, in vivo, no entanto,
analises subseqlientes de concentragdes maiores e estudo de desafio em
camada de linfomonuclear em conjunto com a bactéria podera validar um
destes anticorpos para uso diagnéstico. O anticorpos anti-MRSA-1, e 7
apresentam o mesmo perfil de inibicdo das UFCs de MRSA. No teste ELISA o
anticorpo 1 apresenta alta reatividade e o anticorpo 7, baixa reatividade. Ambos
na concentragdo de 1mg/ml de meio de cultura tiveram o melhor desempenho
com a inibicdo de 70% das UFCs na auséncia de complemento, e na presenca
de complemento inibiram 50% das UFCs. O mecanismo de acdo destes
anticorpos, ainda a ser comprovado, deve ser ADCC. Enquanto que o anti-
MRSA-2, também de baixa reatividade no teste ELISA, apresenta um
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comportamento diferente dos anteriores, ou seja, este AcMm inibe 50% das
UFCs na auséncia de complemento, e quando a fonte de complemento é
adicionada esta inibicdo passa a ser maior: 85%. Este ultimo anticorpo deve

agir pela via CDC e também pode significar perigo para estudos in vivo.
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Tabela 4 — Contagem das UFCs, em cultura de diferentes bactérias, em triplicata, na presencga ou auséncia de complemento, com
a adi¢ao dos anticorpos monoclonais obtidos versus taxa de inibigao de crescimento

MRSA MSSA P. aeruginosa E. coli

AcMm
Anti- UFC % UFC % UFC % UFC %

sSC C SC|C sSC C SC|cC SC C scC|c |[sCc |cC SC | C
MRSA-1 [3X10° [10° 70 | 50 |10°€ 10° |0 |0 10°® 10 ® 0 |0 |0 0 100 | 100
MRSA-2 |[5x10° [3X10° | 50| 85 |10°© 10¢ |0 |0 106 10 € 0O |0 |0 0 100 | 100
MRSA-3 | 10° 106 0| 50 |10° 10¢ |0 |0 106 10 € 0O |0 |10° |10° 90 |90
MRSA-4 | 10° 106 0| 50 |7X10* |0 93 | 100 |10°¢ 10 ® 0 |0 |0 0 100 | 100
MRSA-5 | 2x 10° 2x10°% |75 0 |2X10° |0 75 | 100 |10° 10°© 0O |0 |0 0 100 | 100
MRSA-6 | 10° 106 0| 50 |10° 10¢ [90 |0 106 10 € 0O |0 |10° |10° 90 |90
MRSA7 | 3x10° 106 70 | 50 |3X10°% |[10° [70 |0 10°® 10 ® 0 |0 [10°%° [10° 90 |90
MRSA-8 [2x10°% [10°¢ 75| 50 | 10° 10°% |90 |0 10°® 10 ® 0 |0 |10°% |7X10* |90 |93
MRSA9 [2X10° [10° 75| 50 [3X10° [10° [70 |0 106 10 € 0O |0 |10° |10° 90 |90
Controle | 10° 2x10°% | 0 0 |10° 10° |0 |0 10°® 10 ® 0 |0 [10°% |[10°© 0 0

] = melhor desempenho

[] = desempenho médio

SC = sem complemento;

C = com adigao do complemento
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6. CONCLUSOES

1 — Foram produzidos 9 hibridos secretores de imunoglobulinas reconhecedora do
antigeno obtido a partir de isolados de MRSA.

2 — A producéo do extrato antigénico foi possivel a partir de 10 minutos de fervura a
100°C.

3 — Dos 1236 hibridos testados, 16 foram reagentes no primeiro testes, 61
mantiveram-se reagentes no segundo teste, 24 hibridos mantinham a positividade
no terceiro screening e 9 hibridos demonstraram ser estaveis.

4 — A analise de desempenho dos 9 anticorpos obtidos frente a diferentes bactérias
identificam pelo menos 2 anticorpos a serem explorados como anti-MRSA, com
testes complementares futuros.

5 — Todos os AcMm tiveram acgao inibitéria sobre antigenos de E. coli e deverao
receber analises complementares.

6 — Dois hibridos secretam imunoglobulina de especificidade provavel anti-MSSA.
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7. PERSPECTIVAS

Diante dos resultados obtidos, as perspectivas futuras sao:

¢ Analise de desempenho dos anticorpos 1 e 7 com diferentes cepas tipadas
por biologia molecular;

¢ Investigacao de estruturas-like ao MRSA nas cepas de E. coli utilizadas;

e Anadlise de desempenho de dois anticorpos (4 e 5) com diferentes cepas
tipadas de MSSA por biologia molecular

o Determinagao de Classe e sub-classe das Imunoglobulinas

e Purificagdo dos anticorpos por cromatrografia de afinidade;

e Fixacdo de diferentes concentragdes de anticorpos em biochip contendo

camada de fibroina, para analise de desempenho de teste rapido
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