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AVALIACAO PRELIMINAR DE PROTOCOLOS in house PARA EXTRAGCAO DE DNA
DE Mycobacterium tuberculosis EM CEPAS DE REFERENCIA H37RA
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RESUMO

INTRODUGAO: O bacilo Mycobacterium tuberculosis (Mtb) é responsavel por causar a
tuberculose (TB), uma das maiores causas de morbimortalidade do mundo, que em 2023,
ultrapassando a COVID-19, voltou a ser a principal causa de morte por um unico agente
infeccioso’. O desenvolvimento de técnicas de diagndstico molecular, apresentam-se como
uma alternativa promissora para a detec¢ao do Mtb, como a PCR em tempo real (qQPCR)?3.
Sabe-se que o desempenho da qPCR depende diretamente do método de extracao de
DNA escolhido, que deve ser rapido, metodologicamente simples e capaz de garantir boa
quantidade e qualidade do DNA*. OBJETIVO: O presente estudo teve como objetivo
avaliar e comparar o desempenho de trés protocolos in house de extracdo de DNA de
Mtb: Mini Salting Out (MSO), Fenol-Cloroférmio (FC) e Brometo de Cetiltrimetilaménio
(CTAB). METODOLOGIA: A partir da cultura, colénias das cepas de referéncia H37Ra
foram isoladas usando algas bacteriolégicas e ressuspensas em 500uL de agua ultrapura
(n=18). Para a analise quantitativa e qualitativa do DNA gendmico extraido, foi utilizado o
espectrofotometro Nanodrop 2000, considerando as razdes 260/280 (R1) e 260/230 (R2).
A eletroforese em gel de agarose a 1,0% foi utilizada para analise da integridade do DNA.
As andlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism8. A confirmagéao
da presenca de DNA do Mtb foi realizada por gPCR, utilizando o /IS6770 como gene alvo.
RESULTADOS E DISCUSSAO: A média de concentracdo de DNA em ng/uL foi de 201,15,
48,65 e 116,4 para MSO, FC e CTAB, respectivamente. Em relacdo as médias das razdes,
R1=1,95 e R2=1,91 para MSO, R1=1,40 e R2=1,8 para FC e R1=1,8 e R2=1,36 para
CTAB. O MSO apresentou concentragao significativamente maior em comparagéo ao FC
(p=0,0061), mas nao diferiu de forma significativa do CTAB (p=0,6797). Ja o FC apresentou
estatisticamente desempenho inferior ao CTAB (p=0,0328). FC foi superior em relagao a
integridade do DNA na eletroforese, quando comparado ao MSO e ao CTAB. Dessa forma,
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os achados reforgam que o MSO e CTAB destacaram-se em relagdo a concentragao do
DNA obtido, enquanto FC apresentou limitagdo nesse parametro. Tanto R1 quanto R2
destacaram-se no protocolo MSO em relagédo a CTAB e FC, demonstrando ser a melhor
escolha em relacdo a pureza do material gendmico obtido. CONCLUSAO: Foi possivel
concluir que o MSO comparativamente se demonstrou ser a melhor metodologia in house
para extracdo de DNA gendmico em cepas de referéncia H37Ra, apresentando indices
quantitativos e qualitativos adequados. Esses achados destacam a importancia de validar
metodologias de extracdo em cepas de referéncia, pois permitem estabelecer protocolos
otimizados mais confiaveis para a aplicagao no diagndstico molecular da TB.
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