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Resumo

A tuberculose (TB) é uma doenca cronica, infecciosa e transmissivel, com altos indices de
mortalidade E estimado um nimero de 4.400 mortes por dia no mundo por TB (OMS, 2015).
A extracdo do DNA deve ser condizente para amostra em analise, a padronizagéo da técnica
de extracdo de DNA tem grande importancia, auxiliando no desenvolvimento e padronizagao
de um teste. A técnica de extracdo através de beads-magnéticas é fundamentada na interacédo
do DNA com particulas magnéticas revestidas de silica. A técnica de extracdo por resina de
silica € baseada na interacdo da silica com grupamentos do DNA que causam ligacGes
reversiveis que permitem a separacdo do mesmo de outras moléculas. A extracdo de DNA por
ultrassom consiste no rompimento da parede celular bacteriana pela emissdo de vibracGes
ultrassénicas. O método selecionado para extrair DNA presente na amostra clinica € um fator
relevante, podendo influenciar na acuracia das técnicas de amplificacdo. Este trabalho foi
realizado visando a comparacdo de trés técnicas de extracdo DNA, para isolar DNA de M.
tuberculosis de amostras clinicas. Foram analisadas 10 amostras positivas com cada técnica.
Todos os 30 DNAs extraidos foram amplificados e a intensidade do produto de DNA
amplificado foi comparado. A extracdo do DNA de amostras clinicas de pacientes com
tuberculose foi mais eficaz pela utilizacéo de silica do kit DETECT-TB.
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INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca crbnica, infecciosa e transmissivel, com altos
indices de mortalidade. Ocasionada por uma bactéria que afeta principalmente os pulmdes.
Mas podendo afetar outros 6rgdos como 0ssos, rins e meninges. Esta doenca tem origem
devido a uma infecgdo por Mycobacterium tuberculosis ou Bacilo de Koch (BK) (UJVARIA,
2008; ROZALES, 2013).

A doenca é curavel, porém esta classificada como uma das mais importantes, dentre as
que afetam a satde publica. E estimado um nimero de 4.400 mortes por dia no mundo por TB
(OMS, 2015). Isso mostra uma deficiéncia no controle da doenga, podendo ser aperfeicoada

inclusive com um diagnostico precoce, onde uma melhora nos niveis de detec¢do da doenca, e
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da resisténcia aos farmacos utilizados no tratamento, poderia proporcionar um tratamento
mais eficaz (MACIEL et al, 2013; BARBOSA et al, 2013).

O diagnostico laboratorial da tuberculose é baseado em metodologias bacterioldgicas,
como a baciloscopia e a cultura do bacilo em meio seletivo para micobactérias, considerado
padrdo ouro no diagndéstico da doenca (BOJANG et al, 2015).

A deteccdo precoce do bacilo, assim como da resisténcia aos farmacos do tratamento,
é essencial para um tratamento adequado e eficaz, evitando assim cepas resistentes, e sua
propagacdo, fornecendo beneficios a salde publica (ACOSTA; BASSANESI, 2014).
Técnicas que utilizam a amplificacdo de DNA por PCR (reacdo em cadeia de polimerase) tém
sido descritas como as mais sensiveis para realizar o diagndstico da tuberculose (OLIVEIRA
et al, 2015). Contudo, a extracdo do DNA deve ser condizente para amostra em analise, uma
vez que pode alterar significativamente o desempenho do método. Sendo assim, a
padronizacdo da técnica de extracdo de DNA tem grande importancia no desenvolvimento e
padronizacdo de um teste minimizando os erros no resultado dos testes (DALCOLMO;
ANDRADE; PINCON, 2007).

Os métodos de extracdo de DNA variam quanto a forma de isolar e purificar o DNA
dos demais componentes celulares da amostra. Quanto maior a pureza, integridade e
quantidade, melhor sera o desempenho de um teste molecular facilitando o diagndstico
(DHALIWAL, 2013).

A técnica de extracdo através de beads-magnéticas é fundamentada na interacdo do
DNA com particulas magnéticas revestidas de silica. O método evita a contaminacéo cruzada
de amostras e permite um manuseio seguro de amostras potencialmente contaminadas. O
DNA extraido dispde de alta pureza. O material genético isolado fica pronto para uso ou pode
ser armazenado para uso subsequente (PILLO, 2010).

A técnica de extracdo por resina de silica é também baseada na interacdo da silica
com grupamentos do DNA que causam ligacBes reversiveis que permitem a separacdo do
mesmo de outras moléculas (MICHELON et al, 2011).

A extracdo de DNA por ultrassom consiste no rompimento da parede celular
bacteriana pela emissdo de vibragdes ultrassonicas. Permite uma extragdo rapida, simplificada
em vista dos outros métodos de extracdo. Diminui a contaminagdo da amostra e evita a perda
de analito (LUZ, 1998).

Considerando que o método selecionado para extrair DNA presente na amostra clinica

é um fator relevante, podendo influenciar na acurécia das técnicas de amplificacdo. Este



trabalho foi realizado visando & comparacdo das trés técnicas de DNA descritas acima para
isolar DNA de M. tuberculosis de amostras de escarro.

METODOLOGIA

Foram utilizadas 10 amostras de escarro de pacientes com tuberculose, provenientes
de um banco de amostras do Laboratério de Biologia Molecular da Universidade Luterana do
Brasil (ULBRA-RS).

As amostras foram centrifugadas e ressuspendidas em TE 1X até atingir o volume de
1,5 mL. Apds foram divididas em trés aliquotas de volume igual. Cada aliquota foi
processada pelas trés técnicas.

A extracdo de DNA por silica foi realizada com o0s reagentes componentes do Kit
DETECT-TB (Labtest. MG).

A extracio de DNA através de BEADS-MAGNETICAS foi realizada utilizando
reagentes que compdem um protdtipo de kit de extracdo de DNA da empresa Ampligenix
(MG).

Ambas as técnicas utilizam uma fervura de 10 minutos para rompimento da parede
celular bacteriana.

A extracdo de DNA por ULTRASSOM utilizou o protocolo adaptado de SCHIMID,
2014. As amostras ap0s serem submetidas a temperatura de 95°C eram colocadas em um
ultrasonicador por 15 minutos.

O DNA purificado das amostras foi amplificado por PCR convencional, utilizando o
kit DETECT-TB (MICHELON et al, 2011) que amplifica um fragmento de 245 pb com
primers especificos da regido de DNA (1S6110).

Posteriormente foi realizado uma eletroforese em gel de agarose 1,5%. Apds a

migracao no gel, foi visualizado em um transiluminador para a analise.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 10 amostras positivas com cada técnica. Todos os 30 DNAs
extraidos foram amplificados e a intensidade do produto de DNA amplificado foi comparado.

Os produtos de amplificagdo do DNA extraido por silica foram visualizados como
uma banda forte em todas as amostras.

Os produtos de amplificagho dos DNAs extraido pelo método de BEADS-
MAGNETICAS apareceram como bandas no gel de agarose, porém em uma amostra a banda

estava fraca (conforme figura abaixo).



Os produtos amplificados dos DNAs extraidos pelo método de ULTRASSOM,
também apareceram como bandas no gel de agarose, porém em uma amostra a banda estava
bem fraca, em comparacdo com o método das BEADS-MAGNETICAS, e a outra amostra

nédo apareceu banda (conforme figura abaixo).

Figura. Eletroforese em gel de agarose 1,5% - de produto amplificado de duas
amostras. 1 — Marcador 100pb. 2 — Controle Positivo (DNA de BCG). 3 e 6 — Amostras
extraidas por silica, com o kit DETECT-TB. 4 e 7 — Amostras extraidas através de beads-

magnéticas. 5 e 8 — Amostras extraidas por ultrassom.

Através da analise dos resultados obtidos, foi possivel verificar que a extragdo do
DNA de amostras de escarro de pacientes com tuberculose foi mais eficaz pela utilizacdo de
silica do kit DETECT-TB, demonstrando uma sensibilidade maior em relacdo as outras
técnicas testadas que também deram positivas, apareceram bandas no gel de agarose, porém

de forma mais fraca comparado com o método do DETECT-TB.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados iniciais mostraram que o método de extracdo que utiliza fervura para
romper a parede bacteriana e a silica para purificar o DNA foi o que recuperou uma
concentracdo de DNA maior em todas as mostras. Ainda sera realizado o teste com outras
amostras com concentragdao conhecida e amostras negativas a fim de confirmar a técnica mais

adequada.
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