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Introducéao:

As meningites bacterianas sdo caracterizadas coergds infectocontagiosas de rapida
evolucdo e altas taxas de mortalidade. Os prireipgentes etiol0gicos sadNeisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae e 0 Sreptococcus pneumoniae, que podem causar
outras doencas invasivas como septicemia e pneamdpgresentam distribuicdo
mundial com predominio no inverno, o que facilittieaasmissdo devido a aglomeracgéo
populacional em locais fechados. A transmissdorecpelo contato direto por via
respiratoria entre portadores e acomete principaeneriancas e adultos jovens. Por ser
definida como doenca aguda de evolucdo rapida,séneisl o uso de métodos de
identificacdo rapidos e sensiveis. Métodos moleeslhaseados na Reacdo em Cadeia
pela Polimerase (PCR) sdo amplamente utilizadasagmostico de doencgas infecciosas,
como a PCR em Tempo Real (QPCR), que permite otaramento da amplificacao
gerada durante a corrida através de fluoroforardatantes ou sondas marcadas com
fluorescéncia. Essas modificagdes tornam a gPCRiéado mais sensivel e especifico

guando comparado a PCR convencional.

Objetivo:
Identificar os principais agentes etioldégicos dasnimgites bacterianas por PCR em
tempo real pelos sistemas Tagmatigh Resolution Melting (HRM) como método de

diagndstico com menor custo, tempo de andlise errmansibilidade.

Metodologia:

Foram utilizados microrganismos de referéncia estras clinicas do periodo de 2012 a
2015, da Colegcao de Pesquisa do INCQS, em domsnsst qualitativos. O sistema
Tagman € caracterizado pela atividade 5’ exonueldasTaq DNA polimerase e sondas
marcadas com corantes fluorescentes. Os iniciaddilegados foram nspA, p6 e ply

marcados na extremidade 5 com corantes fluoresseAM, HEX e Cy5,

respectivamente para deteccao de N. meningititlisnfluenzae e S pneumoniae. O



sistema HRM identifica SNP nas sequéncias dos egnescaracterizando as amostras
pelo comportamento de dissociacdo e transicao @ dita para fita simples pelo
aumento da temperatura. O corante fluorescenteré&smagdoi utilizado como corante
intercalante. Apés a extracdo e dosagem do DNAniorealizadas diluicdes seriadas

para a determinacéo do limite de deteccdo.

Resultado:

Testes com sistema Tagman uniplex e HRM unipleglagam limites de detecc¢éo (LD)
similares (200 fgiL). Tagman multiplex revelou LD na faixa de 1-2dg/Ambos os
meétodos foram capazes de detectar os trés agdiakgyieos. Trinta por cento das
amostras com resultados negativos por PCR convalcinostraram-se positivas por
gPCR (Tagman e HRM). O método de diagndstico poMHiRovou ser tdo sensivel
guanto o Tagman, porém mais barato, pois néo lessielade de usar sondas.

Concluséo:

Pela efetividade dos resultados, o HRM poderiaisizado como uma ferramenta nova
para o diagnostico de doencas invasivas, melhorangwogndstico dos pacientes,
podendo ser adotado por laboratorios publicos teepam desenvolvimento para fins

de diagndstico.
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