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Introdugio:

MRSA ¢ um patdgeno envolvido em infecgdes nosocomiais, levando a altas
taxas de morbidade e mortalidade mundialmente. Infeccées com MRSA séo
de dificil tratamento devido & multi-resisténcia a antibidticos, conferida pela
presenga do gene mecA codificante para a PBP2a - uma proteina que se liga
a penicilina com baixa afinidade a B-lactdmicos. Nosso grupo vem desenvol-
vendo projetos com biofdrmacos, para o tratamento desta comorbidade. Estes
projetos utilizam ensaios de protecdo em modelos animais que é avaliada atra-
vés de metodologia padrdo de cultura celular, a qual é demorada e laboriosa.
Técnicas moleculares para detectar o mecA sdo consideradas padrido-ouro no
diagndstico do MRSA e estudos demonstram que a metodologia de qPCR é
mais especifica, sensivel, reprodutivel e segura quando comparada ao cultivo
celular.

Objetivo:
O objetivo deste estudo é desenvolver um ensaio de qPCR para quantificar
MRSA em érgéos infectados.

Metodologia:

As amostras de baco e rins utilizados neste estudo séo provenientes de ensaios
de infecgdo com MRSA em modelo murino. Para a constru¢io das curvas pa-
drdo, MRSA foi pré-cultivado em meio LB/ampicilina a partir de uma col6nia.
Em seguida, 100 pL foram cultivados em 40 mL até a fase exponencial. As bac-
térias foram centrifugadas e ressuspendidas 3 vezes, sendo na ultima em 10%
do volume. Apds retirada de aliquota para quantificagdo (semeadura em pla-
ca), foram armazenadas a -80°C. Diluicdes seriadas de base 10 de MRSA foram
adicionadas a 20 mg de homogenato de 6rgios néo infectados.

Para a obten¢do do DNA utilizou-se um kit comercial seguindo protocolo do
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fabricante (Promega). Para amplificar uma regido do gene mecA por TagMan
qPCR, oligonucleotideos especificos foram desenhados utilizando o programa
Primer Express 3.0. As rea¢des foram conduzidas em triplicata no Sistema Ste-
pOne em ciclagem padrdo. A eficiéncia da reagio foi calculada usando o slope
das curvas padrdes. Amostras positivas e negativas foram testadas para verifi-
car a especificidade. Os resultados da quantificacido nos tecidos por cultivo em
placa e qPCR foram comparados.

Resultado:

Desenvolvemos com sucesso um método de TagMan qPCR para quantificagéo
de carga bacteriana em ensaios com MRSA. Este foi capaz de detectar de 2,52
X 10°2 10° € 4,19 x 10° & 10° bactérias vidveis e ndo-vidveis nos tecidos, baco e
rins, respectivamente, com coeficiente de correlagdo de 0,99 e eficiéncia acima
de 95%. Em comparagdo a técnica convencional de 3 dilui¢des diferentes (10™
4107?) detectou de 1 x 107 & 3 x 10° bactérias vidveis.

Conclusao:

O método de quantificacdo baseado em TagMan qPCR mostrou-se ser mais
preciso, sensivel, seguro e eficaz que o método convencional. A gPCR permi-
tiu a realizagdo de varias analises, mesmo apds o congelamento do material,
diferentemente do plaqueamento, que deve ser realizado imediatamente apds
a homogeneizac¢éo dos drgdos. Portanto, a qPCR apresenta significativas van-
tagens para sua implementagao.
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