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USO DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-MPT64 de
Mycobacterium tuberculosis produzidos para compor KIT ELISA
PARA DIAGNOSTICOS DIFERENCIAL DE INFECCOES POR
M.tuberculosis e M.avium

Nayara Vigneron de Oliveira, Giliane da Silva de Souza Cabral ,Luciana dos Santos Barros
Manhaes, Fabricio Moreira Almeida, Jucélia da Silva Araujo, Elena Lassounskaia

A tuberculose (TB) continua sendo um dos maiores problemas de saude publica na maioria dos
paises em desenvolvimento. Apresentando um crescimento em varios paises, as infec¢oes
causadas por micobactérias ndo tuberculosas (MAC) também podem causar doenca similar a
TB. Destacam-se as bactérias do complexo Mycobacterium avium (MAC)m uma vez que sdo
mais prevalentes e fazem parte da espécie de MNT. , que fazem parte das espécies das MNT,
sendo sua infec¢do pulmonar a forma de apresentacdo mais comum, podendo também ocorrer
infeccdo disseminada. O diagnéstico diferencial dessas infeccoes e a TB é essencial, ja que os
farmacos indicados para o tratamento da TB e MNT sédo diferentes. Este trabalho aponta a
producdo de anticorpos monoclonais como ferramenta para diferenciagdo das micobactérias
para compor um kit imunoquimico indicado para diagndstico diferencial entre as infec¢bes de
TB e MNT. O antigeno MPT64 foi escolhido como alvo de deteccdo de Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), pois € uma proteina que é secretada apenas pelas bactérias do complexo
Mtb. Foram produzidos hibridomas através da fus@o de células de mieloma com os esplendécitos
de camundongos da linhagem BALB/C imunizados com a proteina recombinante MPT64 MTB.
Hibridomas especificos foram selecionados e subclonados, resultando em um hibridoma
estavel. Os anticorpos monoclonais foram avaliados quanto ao reconhecimento desse antigeno
em sobrenadantes de culturas micobacterianas, incluindo bactérias do complexo Mtb (cepas
H37Rv e M299) e micobactérias ndo tuberculosas tais como: cepas M. kansasii, M. avium
subsp. avium, M. avium subsp. hominissuis, M. avium subsp. paratuberculosis, por ELISA,
Western blotting e por cromatografia de afinidade. Os resultados demonstram que 0s anticorpos
monoclonais anti-MPT64 reconheceram especificamente a proteina MPT64 numa isoforma de
24 kDa somente no sobrenadante de culturas das cepas Mtb e ndo em culturas das MNT.
Utilizando a cromatografia de afinidade, o antigeno MPT64 foi isolado apenas em
sobrenadantes de cultura de cepas Mtb corroborando com os resultados do ELISA e Western
blotting. Estamos produzindo novos anticorpos monoclonais foi realizada nova fuséo e os
hibridos estdo sendo submetidos ao processo de clonagem. Esses anticorpos monoclonais anti-
MPT64 seréo utilizados como o anticorpo de deteccao no kit ELISA sanduiche em combinacgao
com o0s anticorpos anti-APA de M. avium, que foram produzidos anteriormente para
diferenciacéo entre a Mtb e M. avium nas culturas de bactérias isoladas dos pacientes.
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