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3.4.DETERMINACAO DA PRESENCA DO GENE cfxA/cfxA2

Embora difer‘enTeS estudos indiquem que ha um aumento da reSiSTénCia 3.4.1.1solamento do DNA Microbiano
dos microrganismos aos antimicrobianos prescritos em Endodontia,
pouco se sabe sobre importancia e a relagdo da presenga e expressdo
de genes associados a produgdo de p-lactamases em cepas isoladas de
canais radiculares. O presente projeto de pesquisa se insere na nova
tendéncia de descrever caracteristicas associadas a patogenicidade
dos microrganismos envolvidos nas infecgdes endodonticas, verificando
a presenga de fatores genéticos que podem modular a sua expressdo.

Figura 4 - A) Amostras
clinicas; B) Kit para lise celular;
C) Incubagdo a (B6°C); D)
Amostras em banho d'dgua (2
horas); E) Segunda incubagdo
(70°C, 10 min); F) Coluna para
extragdo de DNA; 6) Filtro
para retengdo do DNA; H)
Centrifuga para remogdo de
liquidos e lavagem; I) Amostras
na centrifuga; J) Interior da
coluna com residuos celulares e
DNA:; L) Residuos celulares; M)
Purificagdo do DNA; N) Eluicdo
do DNA; O) DNA suspenso em
solugdo tampdo.

= Descrever o perfil de suscetibilidade de microrganismos obtidos em
infecgdes endodonticas sintomdticas frente aos agentes
antimicrobianos prescritos em Endodontia.

= Determinar a concentragdo inibitoria minima (CIM) para as
bactérias isoladas pertencentes aos géneros Porphyromonas,
Prevotella e Parvimonas,

= Tnvestigar genes associados a enzimas lactamases;

= Determinar presenga de enzimas lactamases.

3.4.2.Deteccao da presenca dos gene cfxA/cfxA2

Técnica de PCR simples

v Primers especificos para o gene cfxA/cfxA2 (Giraud-Morin et al.,
2003)

= Projeto aprovado na COMPESQ-ODO e no CEP-UFRGS. v Controle posi'riyo: Bacfem{'de; vul_qafus‘ CLA 341.
» Amostra: Prevotella, Porphyromonas e Parvimonas v Qort’rrole negativo: Escherichia coli produtoras de TEM-1 e SHV-1.
= Origem: 20 pacientes - canais radiculares de dentes que " Verificagdo da presenca do gene: .
apresentavam-se com necrose pulpar e sinfomatologia v Técnica de eletroforese em agarose 27 ,
dolorosa esponténea. v'Reagoes positivas: bandas em comprimento apropriado.
= Tdentificagdo microbiana realizada através de testes fenotipicos
(requerimento gasoso, morfologia celular, coloragdo de Gram) e
testes bioquimicos (RapidID 32A, Biomerieux, Franga)
v' 9 cepas de Parvimonas spp.
v’ 2 cepas de Porphyromonas spp.
v' 18 cepas de Prevotella spp.
= Microrganismos congelados e em cultura pura (-80°C).

3.1.REATIVACAO DAS BACTERIAS

Figura 5 - Preparo da reagdo de PCR:
A) Reagentes empregados para a
mistura da PCR: dgua milli-Q, tampdo
para enzima Taq DNA Polymerase,
Cloreto de Magnésio, solugdo contendo
dNTPs, enzima Taq DNA Polymerase.
B) Primers empregados na reagdo. C)
4 Mistura para reagdo de PCR. D)

' Distribui¢do da mistura para a reagdo
| de PCR nos microtubos contendo as
amostras. E) Termociclador.

3.2.TESTE DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA

3.2.1.Epsilometer Test (E-test) (Biodisk, Solna, Suécia)

Tabela 1. Tabela com as

CIMs para a determinacdo AGENTE ANTIMICROBIANO <M (ho/mb)
dos perfis de suscetibilidade g* |* R* , . .
(NCLSL, CLSI, 2007). A —— . n "Pacote estatistico - SPSS v. 19.0 for Windows ®
<0. > ~ o o ’ . . o« s/ .
s "As cepas serdo classificadas em suscetiveis, intermedidrias e
Amoxicilina <4 8 216 resistentes
Amox.+ Ac. Clavulanico <2 4 =8 *A concentragdo inibitoria minima representativa dos géneros

estudados sera determinada pela mediana dos valores individuais.

"A freqiiéncia da presenca do gene cfx-A/cfx-A2 através de PCR nos
isolados clinicos serd determinada.

*O Teste McNemar sera empregado para testar a hipétese nula de que
ndo hd relagdo entre a presenga do gene cfx-A/cfx-A2 e a expressdo
de resisténcia aos agentes beta-lactamicos utilizados.

O periodo previsto para a execugdo deste projeto serd de 36 meses.
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Figura 2. A) Placa contendo o microrganismo e a fita antibiética, apresentando RIMESTRE OUT | JaN | ABR | JUL | OUT [ JAN | ABR | JUL | OUT | JAN | AR JUL
halo de inibicdo. B) Determinagcdo da concentracdo inibitéria minima, —_— el Dez L vaR | JUN | SET | DEZ | MAR ) JUN | SET | DEZ | MAR | JUN | SET
correspondente a intersecgdo do halo com a fita de ATB. C) Valores de referéncia Reativacdo dos Isolados Clinicos
fornecidos pela NCCLS (2007): S - suscetivel; I - intermediario; R - resistente. Teste de Suscetibilidade (E-test)
Teste de Suscetibilidade (Lactamase)
3.3.TESTE DE PRODUCAO DE BETA-LACTAMASES: NITROCEFIN xtacio do DNA mcromang

(GLAXO RESEARCH 87/312) — OXOID, HAMPSHIRE, UK.

FPadronizacdo da Reacdo de PCR

Analise das amostras (PCR)

Analise dos dados

Divulgacao dos resultados

e rusirs A | a) Primeira etapa - Reativagdo dos isolados clinicos, testes de
Pour 1 mg def?lilieu, | ] & POU'Zmlde":,'ﬁ‘!' : of o . . .
o aiin TR ocotin Behyaraton suscetibilidade aos agentes antimicrobianos (E-test) e teste de
N rocerin B Lo st i e 4 ~ - -
Niroserin e rocetn Sotn Y produgdo de lactamases (Nitrocefin).
r0Cern jitrocefin Liqu ! Ricostityy,, ~ . . . ~
s Consorie s/ Qoo Consere b - - b) Segunda etapa - Extragdo do DNA microbiano, padronizagdo das
oo s N N P reacoes de PCR, execucdo da andlise das amostras através de PCR

Simples. Andlise dos dados. Os resultados serdo divulgados em
Figura 3. A) Nitrocefin®. B) Resultado positivo (vermelho) ou negativo (amarelo). eventos da drea e publicagoes.



