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RESUMO

Introducdo: Infeccbes relacionadas a assisténcia a salde acometem pacientes internados,
principalmente, em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), expostos a uma gama de
microrganismos patogénicos, o que favorece a selecdo natural e, consequentemente, a
colonizacdo e/ou infeccdo por agentes multirresistentes. A utilizacdo da PCR em tempo real
para o diagndstico de infeccbes bacterianas aumenta significativamente a sensibilidade da
deteccdo e possibilita resultados em menor tempo, facilitando o inicio da terapia
antimicrobiana, proporcionando a técnica uma maior vantagem frente a outros métodos ja
existentes na rotina laboratorial. Objetivo: Padronizar uma PCR em tempo real para
identificacdo de bactérias Gram positivas e Gram negativas. Métodos: A padronizacdo da
técnica de PCR em tempo real foi realizada com cepas padrdo da American Type Culture
Collection (ATCC) clinicamente importantes em casos de IRAS, incluindo Staphylococcus
aureus (ATCC 29213), Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853). A realizacdo da extracdo de DNA bacteriano foi executada conforme adaptacdo da
técnica de lavagem/lise alcalina. Para a reacdo de PCR Universal TagMan 16S rDNA bacteriano
utilizou-se os primers NT-341Fw e 16S-522Rv e probes para Gram positivos e Gram negativos
que tiveram suas sequéncias desenhadas no GenBank. Resultados: A reagéo de gPCR Uniplex
apresentou uma média de 25,28 para os Ct das amostras em duplicata da bactéria Gram positiva
e de 25,21 para as amostras em duplicata das bactérias Gram negativas, enquanto que na gPCR
Multiplex obteve-se uma média de Ct de 23,9 para a bacteria S. aureus (Gram positiva) e Ct de
27,15 para as bactérias E. coli e P. aeruginosa (Gram negativas).

Palavras-chave: Infecgdo Hospitalar, Bactérias Gram positivas, Bactérias Gram negativas,
PCR em tempo real.



ABSTRACT

Introduction: Infections related to health care affect patients hospitalized, mainly in Intensive
Care Units (ICU), exposed to a range of pathogenic microorganisms, which promotes the
natural selection and, consequently, colonization and/or infection by multiresistant agents. The
use of real time PCR for the diagnosis of bacterial infections significantly increases the
sensitivity of detection and allows results in a shorter time, facilitating the start of antimicrobial
therapy, giving the technique a greater advantage over other methods already existing in the
laboratory routine. Objective: Standardize real time PCR for identification of Gram positive
and Gram negative bacteria. Methods: Standardization of a real time PCR technique was
determined with standard strains of the American Type Culture Collection (ATCC) clinically
important in cases of HAIs, including Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Escherichia coli
(ATCC 25922) and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). The bacterial DNA extraction
was performed according to the adaptation of the alkaline wash/lysis technique. For the
Universal TagMan 16S rDNA bacterial PCR reaction, the primers NT-341Fw and 16S-522Rv
and probes for Gram positive and Gram negative were used which had their sequences drawn
in GenBank. Results: The uniplex gPCR reaction presented an average of 25,28 for the Ct of
duplicate samples of the Gram positive bacteria and 25,21 for the duplicate samples of the Gram
negative bacteria, while in the Multiplex gPCR, an average of Ct 23,9 for S. aureus (Gram
positive) and Ct of 27,15 for the bacteria E. coli and P. aeruginosa (Gram negative).

Keywords: Cross Infection, Gram positive bacteria, Gram negative bacteria, real time PCR.



