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Resumo:

Sepse € uma infeccao generalizada associada a elevada mortalidade em
ambientes hospitalares. Sao conhecidos alguns dos fatores responsaveis,
como o diagndstico tardio e a terapia imprecisa a base de antibidticos.
Testes moleculares baseados na técnica PCR (Polymerase Chain Reaction)
apresentam resultados mais rapidos e precisos possibilitando uma
terapéutica com maiores chances de sucesso. OBJETIVO DO ESTUDO:
Desenvolver e padronizar um painel de iniciadores visando a amplificagao
em parametros Unicos de reacao de segmentos especificos de DNA de
microrganismos associados com a sepse, permitindo um diagnéstico rapido.
METODOS: Cinco pares de iniciadores para a amplificacdo de sequéncias
codificantes dos microrganismos Enterobacter spp., Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida spp., foram
desenvolvidos e testados quanto ao limite de deteccao e a especificidade
por amplificacdo do fragmento génico correspondente as cepas padrao dos
microrganismos em estudo. RESULTADOS: Foram obtidas amplificagcdes
empregando as mesmas condigdes de reagao e termociclagem para os
microrganismos: Enterobacter spp. Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Candida spp. Os iniciadores desenvolvidos para
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida spp
apresentaram especificidade, entretanto nao foi possivel diferenciar entre os
microrganismos Enterobacter spp. e Escherichia coli, entdao adicionalmente
foram planejados iniciadores especificos para Escherichia coli para o
diagnostico discriminatério entre os microrganismos, quando necessario.
Quanto ao limite de detecgao o sistema desenvolvido foi capaz de amplificar
quantidades de 5ng a 500fg de DNA por reacao a partir de amostras de
sangue contaminadas propositadamente com as espécies microbianas,
confirmando a possibilidade de aplicacdo em amostras clinicas. O painel
molecular proposto oferece como vantagem adicional ser um sistema
“aberto” quando comparado com outros métodos como Multiplex PCR e,
permitir um diagndstico rapido.



