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69806 - Padronizacao de PCR em tempo real para deteccao e identificacao do gene MecA
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Introducao: Atualmente, os casos com isolamento de Staphylococcus spp. resistentes vém
aumentando, tornando-se um problema em ambiente hospitalar, principalmente quando apresenta
alta resisténcia a meticilina, em virtude da modificagao de enzima alvo, codificada pelo gene mecA.
Esse gene é responsavel pela modificagdao na produgao da enzima de ligagdo a penicilina, na qual
confere a baixa afinidade pelos antibidticos como a meticilina e outros beta-lactamicos, inibindo a
acao desses medicamentos na célula-alvo. Para que se tenha um tratamento adequado, é
fundamental a escolha de uma terapia antimicrobiana correta e eficaz, contudo é necessario que o
diagnostico seja feito de modo rapido e preciso. Em vista disso, a reacao em cadeia da polimerase
(PCR) em tempo real visa detectar e identificar esses microrganismos resistentes em poucas horas,
de modo bastante sensivel e especifico.Objetivo: Padronizar uma técnica in house de uma PCR em
tempo real para bactérias portadoras do gene mecA. Métodos: Para realizar a padronizacao,

utilizou-se a cepa ATCC® (American Type Culture Collection) de Staphylococcus aureus (33591™),
na qual foi incubada em caldo Brain Heart Infusion a 37°C por 24 horas e posteriormente semeada
em agar Mueller Hinton e incubada novamente a 379C por 24 horas. Em seguida, realizou-se a
extracao do DNA microbiano, através de método de Lise Alcalina, conforme Millar e colaboradores
(2000), com algumas modificacdes tais como a lavagem tunica com Tris-HCI e o aumento do numero
de rotacao por minuto em todas as etapas da centrifugagao. Apos a extragdo, as amostras ainda

foram quantificadas por fluorescéncia utilizando o equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer. A técnica

de PCR em tempo real foi realizada através do método por Sybr°Green, utilizando primers
especificos (FW-GTGAAGATATACCAAGTGATT e Rv-TGCGCTATAGATTGAAAGGAT). A solugdo mix

foi realizada com as seguintes concentracoes: 12,5 pL de GoTaq® qPCR Master Mix (Promega®), 0,2
pL de cada primer e 2 pL. do DNA extraido (10-15 ng/pL) e dgua destilada livre de DNAse e RNAse
para um volume final de 20 pL. As condi¢oes da PCR em tempo real foram: 50°C durante 2 minutos
e 95°C durante 10 minutos; 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos e 60°C durante 60 segundos; e
um passo de curva de fusao (a partir de 68°C a 95°C, aumentando gradualmente

0,5°C/segundo). Resultados: A partir do software do equipamento DNA Technology®, foi possivel
verificar uma Tm (Temperatura de melting) de 77,55°C para o gene mecA. Consideracoes finais:
Foi possivel padronizar uma PCR em tempo real in house para detec¢ao do gene mecA em amostras
bacterianas. Apesar da técnica padronizada apresentar custo elevado quando comparada com
metodologias microbiologicas convencionais, é promissora devido a alta sensibilidade, especificidade
e rapidez na identificacdo de bactérias resistentes.
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