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INTRODUGCAO A disseminagdo de bactérias multirresistentes é considerada
uma séria ameaga 4 satide da populagio. Segundo a Organizagio Mundial da Saude,
investimentos em pesquisa devem ser realizados em busca de maior acurécia e rapidez
na identifica¢io de patégenos multirresistentes e dos genes de resisténcia. Com o au-
mento alarmante do numero de casos de infec¢des por patégenos produtores de Nova
Déli metalo-B-lactamase (NDM) em diferentes paises e a expansio da disseminagio
do gene para diversas espécies bacterianas, a detecgio NDM se torna fundamental para
o controle de infec¢do hospitalar, com o objetivo de prevenir a disseminagio desse tipo
de resisténcia e orientar a terapia antimicrobiana. O teste imunocromatografico é uma
técnica que se destaca em relagdo aos métodos tradicionais de diagndstico bacteriano,
devido a sua rapidez para geragio de resultados (10 a 30 minutos) e portabilidade, além
de nio exigir uma equipe qualificada ou equipamentos para interpretagio dos resulta-
dos. Outras vantagens sio a alta sensibilidade e a especificidade semelhantes aos testes
de ELISA de terceira gera¢io e com o custo mais baixo. Testes de imunocromatografia
tém sido utilizados com sucesso na detecgdo de diferentes patégenos, como Treponema
pallidum, Staphylococcus aureus e Mycobacterium tuberculosis. Assim, o desenvolvimento

de um teste rdpido cromatografico se justifica por ir de encontro aos interesses publicos.

OBJETIVO O objetivo deste projeto é a clonagem e a expressao do gene bla -
para futura constru¢do e avaliagio de um conjugado microesfera-anticorpos anti-
NDM na plataforma imunocromatogrifica, para a detecgdo de NDM em amostras

bacterianas associadas a casos de infec¢do hospitalar.
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METODOLOGIA O DNA gendémico de uma amostra clinica de Klebsiella
pneumoniae produtora de NDM foi extraido e o gene blay foi amplificado por
PCR. O produto da PCR foi utilizado como molde para construgio do vetor
pET28a+bla .

Escherichia coli TOP10. Os clones recombinantes obtidos foram avaliados quanto

Em seguida, a construgdo foi inserida por eletroporagio em uma

a presenca do gene por PCR, digestdo do plasmideo purificado e por se quenciamento
para detecgdo da integridade do inserto.

RESULTADOS A anilise da PCR demonstrou a presenga do gene bla
em diferentes clones recombinantes. Além disso, a digestio do plasmideo purificado
confirmou o resultado anterior gerando uma banda de aproximadamente 730 pb com-
pativel com o tamanho do gene clonado. Adicionalmente, o sequenciamento demons-

trou que o gene ndo apresentava mutagdes e que estava em c6digo de leitura correto.
CONCLUSAO Estudos de indugio da expressio e de solubilidade da proteina
NDM recombinante em E. co/i BL21 Star estio em andamento visando futura produ-

¢do de anticorpos anti-NDM.

PALAVRAS-CHAVE NDMV, teste imunocromatografico.



