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Introdugio:

A bactéria Staphylococus aureus é um dos patégenos mais frequentes que exis-
tem, tanto dentro dos hospitais como na sociedade, sendo uma das principais
causadoras de infec¢des hospitalares. A meticilina, um antibidtico {3-lactimico
que pertence ao grupo das penicilinas, tem sido muito utilizada no tratamento
de pacientes infectados por este microorganismo. Este tipo de antibidtico atua,
de foram geral, inibindo as proteinas que se ligam a penicilina (PBP) presentes
namembrana destas bactérias. No entanto, a S. aureus pode se tornar resistente
a meticilina (MRSA) e a outros {3-lactdmicos, através do aumento da expressio
de uma isofoma das PBP néo sensivel a este medicamento, a PBP2a. Devido
as opg¢oes limitadas de tratamento, o diagnéstico acurado e precoce faz-se ex-
tremamente importante para determinar o melhor curso terapéutico antes do
avanco grave da infecgdo. O diagnoéstico dessas infec¢es é baseado atualmente
na andlise in vitro de amostras, o que nio oferece uma identificagio clara da
situagdo geral do paciente. Aptdmeros séo ferramentas moleculares sofistica-
das selecionadas in vitro com capacidade de ligarem-se com grande afinidade
e especificidade a alvos, sendo assim, uma opg¢éo vidvel para o estudo de nova
proposta de diagnoéstico da infecgdo por MRSA.

Objetivo:
Selecdo e caracterizagdo de aptameros anti-PBP2a para radioimunodiagnoésti-
co in situ de infecgdes por MRSA.

Metodologia:

Usando a metodologia SELEX, conforme protocolo descrito por Simmons et
al (2012), 100 pL de biblioteca de aptdmeros em cadeia simples amplificados
foram incubados no po¢o com fragmento da proteina PBP2a adsorvido em
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placa de ELISA, durante 1 h com agitagdo. Os aptameros desacoplados e espé-
cies ligadas com baixa afinidade foram removidos por incubacéo de 100 pL de
PBS com 0.5 M de NaCl, num agitador durante 5 minutos. Os aptdmeros que
permaneceram ligados foram eluidos usando um gradiente de NaCl que variou
de 1.0 Ma 1.5 M, em incrementos de 100 mM coletados separadamente, e uma
elui¢do final de 3.0 M NaSCN. Os materiais coletados foram dessalinizados
utilizando-se filtros Microcons (Millipore, Life Sciences) com um peso mole-
cular limite de 5 kDa, e, em seguida, amplificados com PCR cadeia dupla para
visualizacdo em gel de agarose para verificar a presenca dos aptameros.

Resultado:

Foram identificados aptdmeros em todas as bandas de interesse. Como eram
esperados de apresentar a maior afinidade e especificidade para a PBP2a, as
amostras das eluigdes 1.5M NaCl e 3.0M NaSCN foram utilizadas para clona-
gem em E.coli Top10 usando vetor pCR 2.1-TOPO (Invitrogen). Apds sequen-
ciamento, trés sequéncias dominantes foram identificadas e analisadas por
MFold para a predigéo das suas estruturas secundérias. Por fim, os aptdmeros
foram avaliados por espectroscopia de fluorescéncia para estabelecer lista de
candidatos para desenvolvimento, baseado na constante de Stern-Volmer para
determinagéo de afinidade.

Conclusao:

Os aptimeros foram identificados com sucesso.
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