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INTRODUCAO

Bactérias Gram negativas ndo fermentadoras sao potenciais patogenos
envolvidos em infeccoes hospitalares e em infeccdes cronicas do trato
respiratorio de pacientes com fibrose cistica. Sua identificacdo € um grande
desafio para os Laboratérios de Microbiologia pela diversidade de agentes,
dificuldade de caracterizacao, falta de experiéncia dos microbiologistas com
microrganismos menos frequentes, limitacao dos recursos manuais e
automatizados para a caracterizacao e caréncia de dados na literatura. A
taxonomia deste grupo de bactérias encontra-se em constante evolugao e para
muitos géneros e especies o0os dados disponiveis sao muito limitados,
envolvendo poucas cepas para caracteriza-los. Por outro lado, tanto a
identificacao por automacao como por testes bioquimicos é presuntiva.

A Biologia Molecular €, na atualidade, uma ferramenta muito utilizada
para caracterizar em nivel de Género e Especie estas bactérias nao
fermentadoras. A técnica mais empregada € a Reacdao em Cadeia da
Polimerase ou PCR (Polimerase Chain Reaction). Mas esta técnica é ainda
cara, demorada e apresenta limitacoes quanto a reprodutibilidade e por isso
ainda nao foi incorporada a rotina dos Laboratérios de Microbiologia. Desta
forma, permanece a busca por métodos diagnosticos que sejam mais rapidos,
reprodutiveis, confiaveis.

A Espectrometria de Massas constitui uma interessante técnica,
embora ainda experimental, com diversos campos de aplicagcao, como quimica,
biologia, ciéncias medicas e tecnoldgicas e vem se consolidando como uma
ferramenta extremamente versatii e essencial na ciéncia. A partir da
Espectrometria de Massas podemos determinar padroes dos lipideos de
membrana (Fingerprints) caracteristicos de cada espécie bacteriana e a partir
destes dados determinar sua taxonomia de modo rapido e eficiente
comparando com suas respectivas Cepas Padrdao LMG® e ATCC®. Recentes
trabalhos demonstraram a aplicabilidade da técnica que ora pretendemos
padronizar em nosso meio com a finalidade de superar as dificuldades ora
encontradas para caracterizacao bioquimica e molecular destes
microrganismos

OBJETIVO

Verificar a utilidade da analise por Espectrometria de Massas dos
lipideos da parede bacteriana para identificacao de bactérias nao
fermentadoras comparando com a técnica de PCR.

MATERIAIS E METODOS

Cepas Padriao: Colecdo de Cepas Padrdo BCC LMG®.

LMG1225 P. pseudoalcaligenes, LMG1224 P. alcaligenes, LMG1222 B.
cepacia, LMG18822 B. multivorans, LMG13010 B. multivorans, LMG19230 B.
cenocepacia, LMG18829 B. cenocepacia, LMG21462 B. cenocepacia,
LMG14294 B. stabilis, LMG14291 B. stabilis, LMG10929 B. viethamiensis,
LMG18836 B. vietnamiensis, LMG18943 B. dolosa, LMG19182 B. ambifaria,
LMG16670 B. anthina, LMG14191 B. pyrrocinia, LMG2216 B. gladioli,
LMG1873 A. piechaudii, LMG1231 A. denitrificans, LMG1229 A. faecalis
subsp. faecalis, LMG1863 A. xylosoxidans, LMG20952 I. imosus, LMG1232 B.
bronchiseptica, LMG16407 P. apista, LMG18379 P. norimbergens,
LMG18087 P. pnomenusa, LMG18106 P. pulmonicola, LMG18819 P.
sputorum, LMG3244 C. pauculus, LMG6866 R. mannitolilytica, LMG21421 R.
insidiosa, LMG21510 C. respiraculli, LMG5886 C. gillardi,
LMG1195 C.metalidurans, LMG35942 R. pickettii, LMG958 S. maltophilia,
LMG12279 E. meningoseptica, LMG1041 A. baumannii, LMG8337 C.
indologenes, LMG1131 A. odorans, LMG22680 A. faecalis subsp. parafaecalis.

e Cepas teste: 27 cepas de S. maltophilia, 19 de A. xylosoxidans, 3 de A.
denitrificans, 1 de R. picketti e 2 de R. mannitolytica isolados de
pacientes diferentes de Fibrose Cistica e Infeccdo Hospitalar
identificados na rotina do Laboratorio de Microbiologia do HC UNICAMP
por provas biogquimicas.

e Extracao de DNA: Tris, SDS, Proteinase K, Fenol Saturado, Solugao
24:1 de Cloroférmio:Alcool Isoamilico, Etanol, Alcool 70%. Utilizados
para extrair DNA de Cepas Padrao (controles positivos e negativos da
reacao de PCR) e Cepas Teste.

e Reacao de PCR para cada género de microorganismo: primers para
PCR 16S rRNA para cada Género, Taq Polimerase, Nucleotideos,
Tampao, Cloreto de magnésio. APCR foi padronizada para cada género
de microorganismo, ajustando-se as concentracdes de reagente e a
temperatura de anelamento dos primers.

Extracao de Lipideos: solucao salina 0,45%, cloroformio, metanol,
agua . A extracao de lipideos foi realizada com todas as Cepas Padrao e Teste
em duplicata pelo Método de Bligh-Dyer modificado.

RESULTADOS

Extracao de DNA: todas as cepas tiveram seu DNA extraido com
sucesso exceto as Cepa Padrao LMG 21421 e uma Cepa Teste de
S.maltophilia, que nao tiveram quantidade suficiente de DNA extraido para sua
identificacao molecular.

Identificacao Molecular (PCR): a PCR foi padronizada para os trés
Géneros de microorganismos. Para Achromobacter tiveram que ser alterados
parametros como numero de ciclos de reacao, concentracao de reagentes e
temperatura de anelamento dos primers utilizados. Ja para os Géneros
Ralstonia e Stenotrophomonas foram alterados apenas o numero de ciclos de
reacao. Todas as cepas teste tiveram sua confirmacao identificada.

Extracao de Lipideos: todas as Cepas Padrao e Teste tiveram seus
lipideos extraidos.

Identificacao por Espectrometria de Massas: fase ainda em
conclusao.

Figura 1: PCR Final apoés Padronizacdo do Protocolo Para o Género
Achromobacter. As trés primeiras bandas sao correspondentes aos controles
positivos dareacao. Aquarta banda corresponde ao controle negativo e a quinta
ao branco. As demais bandas correspondem a cepas teste de A. xylosoxidans
com excecao das trés ultimas que correspondem a cepas a A. denitrificans.
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Tabela 1: CondicOes de reacao e quantidades de reagentes antes e depois da
padronizacao da PCR para o género Achromobacter. Em negrito pode-se
observar as mudancas feitas no protocolo apos a padronizacao: numero de
ciclos, temperatura de anelamento dos primers e quantidade de MgCl..

Primeira PCR - Primers URPL - UFPL
Protocolo proposto pelo Artigo Protocolo adotado apés padronizagdo
Condigoes

Reagentes
DMA= 2 pL
Tag= 0.2 uL
Dntp= 5 pL
Tampao= 2,5 pL
MgCly= 1,5 pL
Primers= 2,5 pL
Agua= 8.8 uL

Reagentes
DNA= 2 uL
Tag= 0,2 uL
Dntp= 5 pL
Tampdo= 2.5 L
MgClz= 0,3 pL
Primers= 2,5 pL
Agua= 10uL
Segunda PCR - Primers AxB1 - AxF1
Protocolo proposto pelo Artigo Protocolo adotado apés padronizagdo
Reagentes Condigoes Reagentes Condigoes
DNA= 2 L DNA= 2 uL
Tag= 0.2 uL Tag= 0,2 uL
Dntp= 5 pL Dntp= 5 pL
Tampao= 2,5 pL Tampdo= 2,5 pL
MgClz= 1,5 pL MgClz= 1,6 pL
FPrimers= 2,3 pL Primers= 2.5 pL
Agua= 8.8 plL Agua= 9uL

Condigoes

Tanel= 26°C
30 ciclos

Tane= 53,1°C
30 ciclos

Tanel= 26°C
35 ciclos

Taner= 53°C
35 ciclos

Figura 2: PCR Final apos verificacao de viabilidade do protocolo. A primeira
banda corresponde ao controle positivo, a segunda banda ao controle negativo
e aterceirabanda ao branco. As demais bandas correspondem as cepas teste.
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Tabela 2: CondicOes de reacao e quantidades de reagentes antes e depois da
padronizacao da PCR para S. maltophilia. Em negrito pode-se observar que a
unica mudanca realizada foi o numero de ciclos de reacao

Primers SM1-SM4

Protocolo proposto pelo Artigo Protocolo adotado apés padronizagao
Condigoes

Reagentes
DMA= 1 pL
Tag= 0,25 pL
Dntp= & pL .
Tangio=by T30
MgCle= 6 pL
FPrmers= 5 plL
Agua= 19,75 pL

Reagentes
DMA= 1 pL
Tag= 0,25 pL
Dntp= & pL
Tampédo= 5 pL
MgClz= b pL
Frimers= 3 plL
Agua= 19 5uL

Condigoes

Tanai= 26°C
39 ciclos

Figura 3: PCR Padronizada para Género Ralstonia. As trés primeiras bandas
correspondem aos controles positivos, a terceira ao controle negativo e a quarta
ao branco. As demais correspondem a cepas teste.
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Tabela 3: CondicOes de reacao e quantidades de reagentes antes e depois da
padronizacao da PCR para S. maltophilia. Em negrito pode-se observar que a
unica mudanca realizada foi o numero de ciclos de reacao

Primers RalGS F - RalGS R
Protocolo proposto pelo Artigo Protocolo adotado apos padronizacgao

Condigoes

Reagentes
DMNA= 2 ul
Tag= 0,2 pL
Dintp= 5 pL
Tampdo= 2,5 uL
MgCl= 2 pL
FPrimers= 1 pL
Agua=13.7 puL

Reagentes
DMA= 2 ul
Tag= 0,2 yL
Dntp= 35 pL
Tampdo= 2,5 pL
MgCl= 2 pl
FPrimers= 1 pL
Agua= 13.7uL

Condigoes

Tane= 28°C
30 ciclos

Tane= 28°C
39 ciclos

CONCLUSOES

A partir da padronizacao das PCRs para os Géneros Achromobacter e
Ralstonia e para S.maltophilia as técnicas de Biologia Molecular poderao
auxiliar na identificacao de microorganismos isolados de amostras de pacientes
com Fibrose Cistica e Infeccao Hospitalar pelo Laboratorio de Microbiologia do
HC da Unicamp.

As técnicas de Biologia Molecular sdo, em geral, demoradas porque
dependem do crescimento bacteriano para que a extracao de DNA seja
eficiente e com isso sua identificacao por PCR seja realizada. Estas técnicas
tambéem sao relativamente caras, pois necessitam de reagentes de custo alto,
como Proteinase K e Taqg Polimerase ou kits de extracao. Outros reagentes
podem oferecer riscos a saude do pesquisador, como Fenol e Brometo de
Etidio,que devem ser manipulados em capela e ter descarte especifico,
dificultando a realizacao do procedimento em qualquer local.

Ja a Espectrometria de Massas vém se destacando como uma técnica
versatil e vem sendo pesquisada no mundo todo como uma ferramenta de
diagnostico de microorganismos. E uma técnica extremamente rapida. A
extracao de lipideos das bacterias pelo método de Bligh-Dyer € simples e utiliza
solventes comuns como Cloroformio e Metanol. Dependendo do método de
Injecao da amostra no Espectrometro esta etapa nao € necessaria e pode-se
aplicar diretamente uma suspensao bacteriana no equipamento. E apds a
criacao de um banco de dados, consegue-se identificar microorganismo em
menos de um minuto. A principal desvantagem € que um Espectrometro de
Massas tem um custo muito elevado, dificultando sua insercao na rotina de um
Laboratorio de Microbiologia.
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