IX ENCONTRO DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ
1 SIMPOSIO INTERNACIONAL DE VIGILANCIA E RESPOSTA RAPIDA

AVALIA,CAO DO USO DA TECNICA DE ANALISE DE FRAGMENTOS NO
DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS MENINGITES BACTERIANAS

Autores: Fukasawa LO (Centro de Imunologia, Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo, SP.) ; Silva CN (Centro
de Imunologia, Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo, SP.) ; Gongalves MG (Centro de Imunologia,
Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP.) ; Salgado MM (Centro de Imunologia, Instituto Adolfo
Lutz, Sao Paulo, SP.) ; Higa FT (Centro de Imunologia, Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo, SP.) ;
Oliveira PL (Centro de Imunologia, Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP.) ; Fernandes A
(Centro de Imunologia, Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo, SP.) ; Barbosa VC (Centro de
Imunologia, Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, SP.) ; Aratjo TP (Centro de Imunologia, Instituto
Adolfo Lutz, Sao Paulo, SP.) ; Sacchi CT (Centro de Imunologia, Instituto Adolfo Lutz, Sao
Paulo, SP.)

M-43-22

Resumo

O presente trabalho teve como objetivo padronizar um ensaio multiplex de andlise de fragmentos para a
detec¢do simultanea de Neisseria meningitidis (Men), Streptococcus pneumoniae (Spn), Haemophilus
influenzae (Hi) e Staphylococcus aureus (Saur) em amostras de pacientes com quadro clinico de meningite
bacteriana do municipio de Sao Paulo no periodo de julho a novembro de 2011. Foram analisadas 322
amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) e 182 de soro. A extragdo de DNA foi realizada no
equipamento MagNA Pure (Roche), sendo as amostras primeiramente submetidas aos ensaios de PCR em
tempo real para a deteccao de Men, Spn e Hi ¢ RNase P. O ensaio multiplex de analise de fragmentos foi
realizado empregando-se 2 uL de DNA e 4 pares de iniciadores especificos para cada bactéria sendo um
deles marcado com o fluor6foro FAM ou HEX. Apoés a corrida no termociclador, 1 uL do produto da PCR
foi adicionado em 12 uL de solu¢ao contendo formamida ¢ o marcador GeneScan 500 ROX e submetido a
eletroforese capilar no sequenciador ABI 3130xl. A andlise dos dados foi realizada no programa
GeneMapper 4.1. Entre as amostras de LCR, 146 foram positivas para Men, 35 para Spn, 25 para Hie 116
amostras foram negativas. Entre as amostras de soro, 76 foram positivas para Men, 15 para Spn, 3 para Hi e
88 foram negativas. Nao foi detectada a presenga do Saur em nenhuma das amostras analisadas. A técnica
de andlise de fragmentos apresentou 100% de concordancia com os resultados dos ensaios de PCR em
tempo real. A analise de fragmentos apresentou resultados promissores constituindo-se em uma nova
ferramenta para o diagndstico laboratorial das meningites bacterianas. Uma das grandes vantagens desta
técnica € a possibilidade de detectar simultaneamente quatro patdgenos em uma unica reacdo, sem perda de
sensibilidade e com rapidez na liberagdo dos resultados.



