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Introducao

A tuberculose (TB) € uma doenca cronica, com altos indices de mortalidade. A padronizacao da tecnica de extracao de DNA tem grande
Importancia, auxiliando no desenvolvimento e padronizacao de um teste. A técnica de extracao atraves de beads-magnéticas é fundamentada
na interacdo do DNA com particulas magnéticas revestidas de silica. A técnica de extracao por resina de silica € baseada na interacao da silica
com grupamentos do DNA gque causam ligacoes reversivelis, permitindo a separacdo do mesmo de outras moléculas. A extracao de DNA por
ultrassom consiste no rompimento da parede celular bacteriana pela emissao de vibracoes ultrassonicas. Este trabalho foi realizado visando a
comparacao de trés técnicas de extracao DNA, para isolar DNA de M. tuberculosis de amostras clinicas.

Objetivo

Padronizacao da extracdo de DNA de Mycobacterium tuberculosis de amostras clinicas.

Metodologia

Foi realizado um pool com 10 amostras negativas para tuberculose, posteriormente foram contaminadas com Mycobacterium Bovis BCG, e
dividas em 10 aliquotas. As amostras foram centrifugadas e ressuspendidas em TE 1X até atingir o volume de 1,5 mL. Apos divididas em trés
aliquotas de volume igual. Cada aliguota foi processada pelas trés técnicas.

A extracdo de DNA por silica fol realizada com os reagentes componentes do kit DETECT-TB (Labetest. MG).

A extracdo de DNA através de BEADS-MAGNETICAS foi realizada utilizando reagentes que compdem um prototipo de kit de extracido de DNA
da empresa Ampligenix (MG). A extracao de DNA por ULTRASSOM utilizou o protocolo adaptado de SCHIMID, 2014.

O DNA purificado das amostras fol amplificado por PCR convencional, utilizando o kit DETECT-TB que amplifica um fragmento de 245 pb com
primers especificos da regiao de DNA (IS6110). Foi realizado uma eletroforese em gel de agarose 1,5%.

Resultados

Foram analisadas 10 amostras positivas com cada tecnica.

Todos os 30 DNAs extraidos foram amplificados e a intensidade do produto de DNA amplificado foi comparado.

Os produtos de amplificacido dos DNAs extraidos por silica foram visualizados como uma banda forte em todas as amostras. Os DNAs extraidos
pelo método de BEADS-MAGNETICAS apareceram como bandas no gel de agarose, porém em uma amostra a banda estava fraca (conforme
figura abaixo). Pelo método de ULTRASSOM, em uma amostra a banda estava bem fraca, em comparacdo com o metodo das BEADS-
MAGNETICAS, e a outra amostra ndo apareceu banda (conforme figura abaixo).
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Os resultados iniciais mostraram que o método de extracao gque utiliza
silica para purificar o DNA foi 0 que recuperou uma concentracao de
DNA maior em todas as amostras. Ainda sera realizado o teste com
outras amostras com concentracao conhecida e amostras negativas
afim de confirmar a técnica mais adequada.

Referéncias

BRASIL, Ministéerio da Saude, 2015. Secretaria de Vigilancia em Saude. Disponivel
em:<http://portalsaude.saude.gov.br/index.php?option=com_content&amp;view=article
&amp;id=11045&amp;ltemid=674>. Acessado em: 10 de Agosto de 2016.

MICHELON, C.T. et. al. Colorimetric Microwell Plate Reverse-Hybridization assay
for mycobacterium tuberculosis detection, 2011. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/21537680>. Acessado em: 08 de Agosto de
2016.

Figura. Eletroforese em gel de agarose 1,5% - de produto amplificado de SCHMID, KB. Com'para(;éicz de suas metodologias molecullares para o diagng')stic.o
duas amostras. 1 — Marcador 100 pb. 2 — Controle Positivo (DNA de BCG). de tuberculose. Dlssertagao Qe mestrado. Programa de Pds Graduagao em Biologia
, o : Celular e Molecular. Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto
3 e 6 — Amostras extraidas por silica, com o kit DETECT-TB. 4 e 7 —
, , . Alegre, 2014.
Amostras extraidas através de beads-magnéticas. 5 e 8 — Amostras

extraidas por ultrassom.
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