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INTRODUCAO RESULTADOS PRELIMINARES

- . A - » . * Para a determinagdo da suscpetibilidade aos antimicrobianos, foram testados os seguintes
A§ Infecgdes S~exualmer.1te Transmissiveis (IST) 530, doer}qas transmitidas porzvia sexual, ou antibi6ticos: penicilina (PEN), cefotaxima (CTX), ceftriaxona (CRO), ciprofloxacina (CIP),
seja, por relagdes sexuais sem o uso df: preservativos. Dl'ferentes agentes f:tlo}oglcos.podem azitromicina (AZI) e tetraciclina (TET) (Figura 1). Das cepas analisadas quanto &
causar IST, apresentando diferentes sintomas, como feridas, verrugas, distria, corrimento, susceptibilidade (n=9), 6 (66%) foram classificadas como MDR sendo 4 resistentes a 4 classes de
abortos, etc. Entre as IST causadas por bactérias, a gonorréia causada pela bactéria Neisseria antibidticos.

gonorrhoeae, ¢ uma das mais frequentes no mundo, com 78 milhdes de pessoas infectadas
por ano. No Brasil ndo ¢ diferente, no entanto como apenas os casos de HIV ¢ de sifilis sdo
notificados obrigatoriamente ao Ministério da Saude, ¢ dificil ter estatisticas fidedignas sobre
as outras IST.

As IST constituem os cinco tipos de doengas para as quais os adultos mais procuram ajuda
médica. Além do diagnostico clinico e laboratorial, o Teste de Susceptibilidade aos
Antimicrobianos (TSA) também ¢é primordial para o sucesso do tratamento. O TSA pode ser
apenas qualitativo ou quantitativo pela determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM). Em ambos os casos ¢ preciso cultivar a bactéria que precisa estar viavel e pura para
realizagdo do teste. A N. gonorrhoeae ¢ uma bactéria em forma de cocos, Gram negativa e
considerada fastidiosa, isto ¢, de dificil cultivo. Os novos métodos de diagndstico molecular
baseados na PCR nos permitem a detecgdo do DNA gendmico deste agente diretamente do
material clinico (geralmente secregdio uretral) e também de genes associados a resisténcia
microbiana também por PCR convencional ou PCR em tempo real (qPCR) com uso de
sondas (Tagman).
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Figura 1. Susceptibilidade aos das cepas O grifico mostra a
por de cepas resi por disco-difusio e confirmadas pelo CIM.

* Foram analisadas 30 amostras clinicas suspeitas de N. gonorrhoeae e seis cepas de
referéncia (Figura 2), para a determinac¢ao da Tm especifica da espécie.

OBJETIVO
Desenvolver um sistema de diagnostico de baixo custo para as IST, a partir do material
clinico, utilizando qPCR e como pos andlise o High Resolution Melting (HRM).
INCQS 00267 IATCC 19424 81,97°C
INCQS 00137 CDC 76-061782 81,91°C
METODOLOGIA INCQS 00601 IAL 1991 81,46°C
INCQS 00602 IAL 1890 81,92°C
+ TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE INCQS 00603 [TAL 1891 81,87°C
\ IINCQS 00605 IAL 652 81,88°C
RESISTENTE —— ggg:{g;%;%ﬁ) Figura 2. Média da Tm ap6s varias repeticées em dias diferentes.
N < ATRAVEZ DO CIM.
DISCO-DIFUSA .
SUSGEPIIVEL * Das 30 amostras suspeitas de N. gonorrhoeae, nove (30%) foram confirmadas
apresentando Tm dentro da faixa definida para as cepas de referéncia. (Figura 2)
Cepa INCQS Espécie Tm
* qPCR-HRM Paciente 1 IN.gonorrhoeae 81,10°C
Pseud 4 ] Paciente 2 IN.gonorrhoeae 81,06°C
* F'seuaogenc por. .
Seuca genep Paciente 3 IN.gonorrhoeae 81,18°C
; 0
“ « pap-Tm-F 5’-cageattcaattgttcogagtc-3’ ] Pac¥ente 4 IN.gonorrhoeae 81,95°C
Paciente 5 IN.gonorrhoeae 81,28°C
e - Pap-Tm-R 5’_gaactggtttcatctgattactttcca_3’ ] Paciente 6 N.gonorrhoeae 81,06°C
Paciente 7 IN.gonorrhoeae 81,07°C
Paciente 8 IN.gonorrhoeae 81,42°C
Paciente 9 IN.gonorrhoeae 81,02°C

PCR em Tempo Real
(qPCR) com High
Resolution Melting (HRM).

Cada fragmento apresenta
uma Tm especifica, ou seja,
as Tm de cada gene podem

ser determinadas e
associadas a uma espécie ou
gene de resisténcia.

Corante fluorescente
saturante e intercalante de
DNA, sem a utilizagdo de
sondas, como no Tagman

Fragmentos amplificados
sdo aquecidos ¢ a
temperatura de dissociagdo
ou “melting” da dupla fita
de DNA (Tm) ¢ registrada
pelo termociclador

Figura 3. Resultado das Tm registradas

CONCLUSOES

* A Tm para identificagdo da N. gonorrhoeae foi determinada em 81,9°C e a faixa de

detecgdo ¢ de 80,9°C a 81,9°C.

¢ Os resultados obtidos mostram a necessidade de um continuo monitoramento da

susceptibilidade aos antimicrobianos.
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